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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce ve své teoretické části popisuje základní vlastnosti antioxidantů, 
především pak fenolických látek a anthokyanů, dále také přibližuje základní vlastnosti 
a principy vzniku volných radikálů. V teoretické části jsou také popsány různé způsoby 
enkapsulace antioxidantů do lipidických i polysacharidických částic. 
V experimentální části práce jsou popsány základní charakteristiky extraktů vybraných 
lyofilizovaných druhů ovoce a zeleniny – mrkve, jablek a směsi lesního ovoce. Jako 
skupinové parametry byly v extraktech stanovovány celková antioxidační aktivita, obsah 
polyfenolických a flavonoidních látek, anthokyanových a karotenoidních barviv a také obsah 
kyseliny askorbové. Dále jsou v experimentální části popisovány různé enkapsulační 
techniky, metody stanovení enkapsulační účinnosti jednotlivých postupů, stability a velikosti 
vzniklých částic. V práci bylo zjištěno, že ve většině zkoumaných vzorků i u většiny 
parametrů lze jako nejvýhodnější metodu enkapsulace z hlediska enkapsulační účinnosti 
vyhodnotit ethanolové vstřikování. Na druhou stranu jsou však částice připravené 
ethanolovým vstřikováním nejméně stabilní z hlediska zeta-potenciálu a z toho vyplývá jejich 
tendence vytvářet agregáty a shlukovat se. Naopak nejstabilnější se jeví částice připravené 
metodou odpařování na tenké vrstvě (TLE) a odpařování na tenké vrstvě s reverzními fázemi 
(RP-TLE). Částice připravené metodami TLE, RP-TLE a chitosan-alginátové částice měly 
záporný náboj, částice připravené ethanolovým vstřikováním měly náboj pohybující se kolem 
nuly a chitosanové částice měly kladný náboj. 
 
ABSTRACT 
In theoretical part of this diploma thesis the basic properties of antioxidants, especially 
anthocyanins and phenolic compounds are described, as well as the basic features and 
principles of free radicals formation. The theoretical part also describes some possible ways 
of encapsulation of antioxidants into polysaccharide and lipid particles.  
In the experimental part basic characteristics of extracts from selected lyophilized fruits 
and vegetables (carrots, apples and mixed berries) are described. As group parameters of plant 
extracts the total antioxidant activity, content of flavonoids and phenolics, carotenoids, 
anthocyanins and ascorbic acid were determined. In experimental part also various 
encapsulation techniques were tested, encapsulation effectiveness of each technique was 
evaluated and the stability and size of the created particles were determined. As the best 
encapsulation method in terms of encapsulation efficiency in most of samples/parameters 
ethanol injection was found. On the other hand the particles prepared by ethanol injection are 
relatively unstable in terms of zeta potential, which is followed by their tendency to 
aggregate. As the most stable particles prepared by thin layer evaporation (TLE) and reverse 
phase thin layer evaporation (RP-TLE) were evaluated. Particles prepared by TLE, RP-TLE 
and chitosan-alginate particles exhibited a negative charge, while particles prepared by 
ethanol injection stayed uncharged and chitosan particles have a positive charge. 
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1 ÚVOD 
Antioxidanty jsou chemické látky, které mají schopnost různými způsoby likvidovat volné 
radikály. Jsou přirozeně produkované aerobními organismy jako ochrana buněk. Volné 
radikály jsou naopak látky, které jsou v lidském těle nežádoucí, neboť jsou pro organismus 
toxické. Mohou způsobovat stárnutí organismu, ale také některá vážná onemocnění jako je 
například rakovina, diabetes, nebo kardiovaskulární choroby. 
Přítomnost antioxidantů v lidském organismu je tudíž velmi žádoucí. Určité množství si je 
tělo schopné vytvořit samo, avšak část je nutné přijímat s potravou.  
Značný obsah antioxidantů – především polyfenolických látek, karotenoidních 
i anthokyanových barviv nebo některých vitamínů je hlavně v ovoci a zelenině. Zpracováním 
se však obsah antioxidantů výrazně snižuje. Ať již samotným tepelným zpracováním potravin, 
interakcemi např. s kovovými materiály, nebo také samovolnou oxidací vzdušným kyslíkem. 
K té dochází až překvapivě rychle po dezintegraci potraviny. Proto je důležité se snažit tyto 
látky určitým způsobem ochránit, aby jich při jejich vstupu do organismu bylo co nejvíce 
a aby byly schopné odstraňovat volné radikály. 
Jednou z možností ochrany antioxidačních látek je jejich enkapsulace. V důsledku toho 
nejsou ve styku se vzdušným kyslíkem a nedochází k jejich oxidaci a degradaci. 
Cílem této práce je pokusit se enkapsulovat izolované antioxidanty a najít vhodnou 
techniku enkapsulace tak, aby enkapsulační účinnost byla co největší, technologické nároky 
co nejmenší a aby antioxidanty zůstaly funkční i po vstupu do organismu a tím plnily i nadále 
svou funkci ochrany buněk.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Volné radikály 
Volné radikály mohou být definovány jako molekuly nebo molekulové fragmenty, které 
obsahují jeden nebo více nepárových elektronů v atomových nebo molekulových 
orbitalech [1]. Tento volný elektron udílí volnému radikálu reaktivitu [2].  
Taková definice zahrnuje atom vodíku (jeden nepárový elektron) i ionty přechodných 
kovů, jako jsou železo, měď a mangan. Volné radiály mohou být anionické, kationické nebo 
neutrální. V biologické oblasti jsou nejdůležitějšími volnými radikály sloučeniny kyslíku [3]. 
2.1.1 Reaktivní sloučeniny kyslíku – ROS (reactive oxygen species) 
Molekulární kyslík (dikyslík) má unikátní elektronovou konfiguraci a sám o sobě je 
radikálem. Adicí jednoho elektronu na dikyslík se vytvoří superoxidový anion radikál (O2•−) 
[2]. Superoxidový anion, který vzniká během metabolických procesů nebo aktivací kyslíku 
pomocí radiace se nazývá „primární“ ROS a může dále interagovat s ostatními molekulami, 
čímž vznikají „sekundární“ ROS – buď přímo, nebo během enzymově nebo kovy 
katalyzovanými procesy [4]. Superoxid je generován v Komplexu I a III v elektronovém 
transportním řetězci [5]. 
Hydroxylový radikál (•OH) je neutrální forma hydroxidového iontu. Hydroxylový radikál 
je vysoce reaktivní, což ho činí velmi nebezpečným radikálem s krátkou životností in vivo 
(cca 10-9 s) [6]. Proto při jeho produkci in vivo reaguje blízko místa svého vzniku.  
Dalším reaktivním radikálem odvozeným od kyslíku, který se může vytvářet v živých 
organismech, je peroxylový radikál (ROO•) – nejjednodušším peroxyradikálem je HOO•, což 
je protonovaná forma superoxidu (O2•−) a je obvykle nazýván buď hydroperoxylový radikál 
nebo perhydroxylový radikál [7]. 
Je známo, že ve fyziologických podmínkách produkují peroxisomy H2O2, ale ne O2•−. 
Peroxisomy jsou hlavními místy spotřeby kyslíku v buňce a jsou součástí několika 
metabolických funkcí, které využívají kyslík. Kyslík spotřebovaný v peroxisomech vede 
k produkci H2O2, který je poté využíván k oxidaci různých molekul. Tato organela také 
obsahuje katalasu, která rozkládá peroxid vodíku a pravděpodobně zabraňuje hromadění 
tohoto toxického produktu. Tak se v peroxisomu udržuje křehká rovnováha s ohledem na 
relativní koncentrace nebo aktivity těchto enzymů, aby se zajistilo, že nedochází k produkci 
ROS. Když je peroxisom zničený a jeho H2O2 konzumující enzymy neregulovatelné, H2O2 se 
uvolní do cytosolu, což výrazně přispívá k oxidačnímu stresu [8]. 
Tabulka č. 1: Reaktivní formy kyslíku a dusíku [9] 
RADIKÁLY NERADIKÁLY 
superoxidový aniont (superoxid) O2 peroxid vodíku H2O2 
hydroxylový radikál OH singletový kyslík 1O2 
hydroperoxylový radikál HO2 kyselina chlorná HClO 
peroxylové ROO, alkoxylové RO ozon O3 
oxid dusnatý NO  
oxid dusičný N2O5  
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2.1.2 Reaktivní sloučeniny dusíku – RNS (reactive nitrogen species) 
NO• je malá molekula, která obsahuje jeden nepárový elektron v protivazebném 2πy* 
orbitalu a proto je radikálem. NO• vzniká v biologických tkáních pomocí specifické syntázy 
oxidu dusnatého (NO syntázy – NOS), která metabolizuje arginin na citrulin s vytvořením 
NO• přes pětielektronovou oxidační reakci [10].  
Oxid dusnatý je častý reaktivní radikál, který působí jako důležitá oxidační molekula pro 
biologickou signalizaci v široké škále různých procesů včetně neurotransmise, regulace 
krevního tlaku, obranných mechanismů, uvolnění hladkého svalstva a imunitních reakcí [3]. 
Díky svým mimořádným vlastnostem byl v roce 1992 vyhlášen „molekulou roku“ v časopise 
Science [11]. 
Oxid dusnatý má ve vodném prostředí poločas rozpadu pouze několik sekund. Má větší 
stabilitu v prostředí s nižší koncentrací kyslíku (poločas rozpadu >15 s). Avšak proto, že je 
dobře rozpustný ve vodných i lipidických médiích, snadno se šíří cytoplasmatickými 
a plasmatickými membránami [12]. 
Nadprodukce reaktivního dusíku se nazývá nitrosativní stres. K tomu může dojít, pokud 
tvorba RNS v systému překročí schopnosti systému neutralizovat a eliminovat je. Nitrosativní 
stres může vést k nitrosylačním reakcím, které mohou pozměnit strukturu proteinů a tím 
bránit jejich normálnímu působení [13, 14]. 
2.2 Antioxidanty 
Antioxidanty jsou látky, které prodlužují udržitelnost potravin tak, že je chrání před 
znehodnocením způsobeným oxidací, jejímž projevem je žluknutí přítomných tuků a dalších, 
snadno se oxidujících, složek potravin (např. vonných látek) [15]. 
Antioxidanty interferují s procesem oxidace lipidů a jiných labilních sloučenin tak, že: 
• Reagují s volnými radikály – primární antioxidanty, 
• Redukují vzniklé hydroperoxidy – sekundární antioxidanty, 
• Váží do komplexů katalyticky působící kovy, 
• Eliminují přítomný kyslík.  
Kyselina askorbová a její deriváty, tokoferoly, fenolové látky, galláty a podobné látky patří 
mezi primární antioxidanty. 
Dalším typem klasifikace antioxidantů je podle původu, kdy antioxidanty dělíme na [15]: 
• Přírodní, 
• Syntetické. 
Podle struktury rozeznáváme antioxidanty [15]: 
• Fenolové – tokoferoly, fenolové antioxidanty a galláty, 
• Endioly – kyselina askorbová a erythorbová, jejich soli, deriváty, 
• Jiné látky. 
Obranné mechanismy organismu (proti toxickému působení volných radikálů a ROS) 
snižují nebo eliminují negativní důsledky působení volných radikálů a ROS na organismus. 
Obranné systémy snižující negativní účinky ROS na organismus mohou být rozděleny [3]: 
• Preventivní mechanismy proti tvorbě ROS (antioxidanty v širším slova smyslu), 
• Mechanismy eliminující již vytvořené ROS jejich vychytáváním (antioxidanty 
v užším slova smyslu), 
• Opravné systémy odstraňující poškozené molekuly z organismu dříve, než jejich 
akumulace může způsobit vážnější poškození. 
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Jakákoliv sloučenina, která působí preventivně proti oxidaci jiných sloučenin oxidanty 
(volnými radikály), může být z chemického hlediska považována za antioxidant. Často jsou to 
však řetězové reakce a během těch dochází k produkci nových radikálů. Tak jsou vlastně 
produkovány nové radikály, místo toho, aby byly eliminovány.  
2.2.1 Flavonoidy 
Flavonoidní látky neboli flavonoidy jsou velice rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů 
obsahujících v molekule dva benzenové kruhy (kruh A a C) spojené tříuhlíkovým řetězcem. 
U většiny flavonoidů je tříuhlíkový řetězec součástí heterocyklického kruhu odvozeného od 
2H-pyranu. Flavonoidy jsou tedy odvozeny od kyslíkaté heterocyklické sloučeniny 
2H-chromenu (Obrázek č. 1), substituovaného v poloze C-2 fenylovou skupinou, který se 
nazývá flavan (Obrázek č. 2) [15]. 
 
 
 
 
 
 
 
     Obrázek č. 1: 2H-chromen [15]          Obrázek č. 2: Flavan [15] 
Běžně bývají všechny tři kruhy substituovány hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami 
a jednotlivé deriváty se liší pouze stupněm substituce a oxidace. 
Vyskytují se jako volné látky nebo častěji jako glykosidy, acylované glykosidy, ale také 
jako polymery. 
Podle stupně oxidace C3 řetězce a jeho substituce se rozeznávají následující základní 
struktury flavonoidů (Obrázek č. 3) [15]: 
• Katechiny (flavan-3-oly) 
• Leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly) 
• Flavanony 
• Flavanonoly 
• Flavony 
• Flavonoly (dihydroflavony) 
• Anthokyanidiny 
Katechiny jsou bezbarvé sloučeniny (stejně jako leukoanthokyanidiny), ale hnědé 
pigmenty, které z nich vznikají v reakcích enzymového hnědnutí, jsou barvivy řady potravin 
[15]. 
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Obrázek č. 3: Základní struktury flavonoidů [15] 
2.2.2 Karotenoidy 
Karotenoidy jsou značně rozšířené žluté a oranžové, výjimečně také žlutozelené a červené, 
převážně lipofilní pigmenty rostlin, hub, řas a mikroorganismů a de novo také pigmenty 
živočichů (korýšů, ryb, ptáků, savců). V rostlinách jsou karotenoidy principiálně asociovány 
s chlorofyly v chromoplastech, resp. v chloroplastech. Dnes je známo asi 700 přirozeně se 
vyskytujících karotenoidních pigmentů. Z tohoto množství vykazuje asi 50 sloučenin aktivitu 
vitaminu A, proto se označují jako retinoidy [15]. 
Většina karotenoidních látek se řadí mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy formálně 
obsahující osm izoprenových jednotek. Za svoji barevnost vděčí řetězci konjugovaných 
dvojných vazeb, který se vyskytuje v několika základních strukturách a jejich kombinacích. 
Karotenoidy se dělí na dvě hlavní skupiny: 
• Uhlovodíky nazývané karoteny 
• Kyslíkaté sloučeniny (alkoholy, aldehydy, ketony, epoxidy aj.) odvozené od 
karotenů, které se nazývají xanthofyly 
Nejjednodušším prototypem karotenů je acyklický polynenasycený uhlovodík fytoen 
(Obrázek č. 4). Acyklické karoteny se, s výjimkou lykopenu, nacházejí v potravinářských 
materiálech jen v malém množství. Doprovázejí zde alicyklické karoteny a xanthofyly, které 
jsou hlavními karotenoidy [15]. 
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Obrázek č. 4: Fytoen [15] 
Xanthofyly jsou hlavními karotenoidy rostlin. Primárně vznikají jako produkty 
biochemické oxidace (hydroxylace, epoxidace) karotenů. Xanthofyly odvozené od 
acyklických karotenů se v potravinách vyskytují v malém množství. Mnohem běžnější jsou 
monohydroxysubstituované deriváty alicyklických karotenů nazývané kryptoxanthiny. 
Některé karotenoidy jsou prekurzory vitaminu A neboli provitaminy A. Určité 
karotenoidy, jako například lykopen, astaxanthin a kanthaxanthin, jsou účinnější při zhášení 
singletového kyslíku než β-karoten. Pro antioxidační vlastnosti se karotenoidy uplatňují 
v prevenci degenerativních procesů a jako antikarcinogenní látky. 
Kombinovaným účinkem enzymů ze skupiny oxidoreduktas, světla, tepla, kyslíku, 
hydroniových iontů a dalších faktorů může docházet k isomeraci, oxidaci a degradaci 
karotenů a xanthofylů podobně jako u β-karotenu. Karotenoidy přítomné ve formě 
karotenproteinů jsou stabilnější než volné látky. Náchylnější vůči změnám za podmínek 
zpracování potravin jsou xanthofyly, zvláště pak epoxidy karotenoidů [15].  
 
Obrázek č. 5: β-karoten [16] 
2.2.3 Kyselina askorbová 
Kyselina askorbová, neboli vitamin C, je biologicky aktivní sloučeninou. Ze čtyř možných 
stereoizomerů vykazuje aktivitu vitaminu C pouze kyselina L-askorbová (kyselina 
2-keto-L-gulonová). Její isomer kyselina D-askorbová a druhý pár enantiomerů 
(L- a D-isoaskorbová kyselina) aktivitu vitaminu C prakticky nevykazují [16]. 
Názvem vitamin C se označuje nejen kyselina L-askorbová, ale také celý reversibilní 
redoxní systém. Ten zahrnuje produkt jednoelektronové oxidace L-askorbylradikál (kyselinu 
L-monodehydroaskorbovou) a produkt dvouelektronové oxidace kyselinu 
L-dehydroaskorbovou. Kyselina askorbová a askorbylradikál se v roztocích o fyziologickém 
pH převážně vyskytují jako anionty [16]. 
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Obrázek č. 6: Redoxní systém vitaminu C [16] 
Kyselinu askorbovou syntetizují všechny zelené rostliny, které zajišťují svoji potřebu 
energie pomocí fotosyntézy (fotoautotrofní rostliny). U živočichů schopnost syntetizovat 
askorbovou kyselinu chybí jen u hmyzu a bezobratlých, u většiny ryb a několika druhů ptáků 
a savců. Vitamin C je vitamínem pouze pro člověka a některé další savce. 
Velmi důležitými reakcemi souvisejícími s antioxidačními vlastnostmi vitaminu C jsou 
reakce s aktivními formami kyslíku, resp. volnými radikály, a reakce s oxidovanými formami 
vitaminu E, které zabezpečují ochranu vitaminu E a lipidů membrán před oxidací. Ochrannou 
funkci má i pro labilní formy listové kyseliny. Inhibuje také tvorbu nitrosaminů a působí jako 
modulátor mutageneze a karcinogeneze. Mnoho dalších aktivit vitaminu C je známo jen 
částečně nebo vůbec [16]. 
 
Obrázek č. 7: Kyselina L-askorbová [16] 
2.2.4 Anthokyany 
Anthokyany, též nazývané anthokyaniny, jsou nejrozšířenější a početně velice rozsáhlou 
skupinou rostlinných barviv. Dosud bylo v přírodních zdrojích identifikováno asi 300 různých 
anthokyanů. Mnoho druhů ovoce, zeleniny, květin a dalších rostlinných materiálů vděčí za 
svoji atraktivní oranžovou, červenou, fialovou a modrou barvu, která zvyšuje jejich 
spotřebitelskou oblibu, právě této skupině ve vodě rozpustných barviv [15]. 
Anthokyany jsou glykosidy různých aglykonů, které se nazývají anthokyanidiny. Všechny 
anthokyanidiny jsou odvozeny od jedné základní struktury, kterou je flavyliový 
(2-fenylbenzopyryliový, 2-fenyl-chromenyliový) kation. Uvádí se, že v přírodě existuje 
celkem 17 různých anthokyanidinů, které se vzájemně liší substitucemi svých struktur. 
Barva materiálů, které je obsahují, je do značné míry barvou těchto aglykonů. Volné 
aglykony se vyskytují v rostlinných pletivech zřídka. Ve všech rostlinných materiálech jsou 
hlavními pigmenty glykosidy a acylované glykosidy anthokyanidinů – anthokyany [15]. 
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Obrázek č. 8: Struktury nejdůležitějších anthokyanidinů [15] 
Ve vodném prostředí dochází k transformacím, které jsou závislé na pH prostředí. 
v závislosti na pH existuje rovnováha mezi pěti různými strukturami aglykonů[15]: 
• červeným flavyliovým kationtem (pH 1 a nižší), 
• bezbarvou karbinolovou pseudobází (cca pH 4,0-4,5), 
• purpurově červenou neutrální chinoidní bází (cca neutrální pH), 
• modrou chinoidní bází (cca pH 7,5-8), 
• žlutě zbarveným chalkonem (pH vyšší než 8). 
2.3 Enkapsulace 
Enkapsulace může být definována jako proces uzavření jedné látky (aktivního činidla) 
dovnitř jiné látky (materiálu stěny). Enkapsulovaná látka může být nazývána jako jádro, 
náplň, aktivní, vnitřní nebo účinná fáze. Látka použitá pro enkapsulaci je často nazývána 
povlak, membrána, skořápka, kapsle, nosný materiál, vnější fáze nebo matrice [17, 18]. 
V potravinářském průmyslu může být proces enkapsulace používán z různých důvodů. 
Enkapsulace je užitečným nástrojem pro zlepšení dodávání bioaktivních molekul 
(např. antioxidantů, minerálů, vitamínů, fytosterolů, luteinu, mastných kyselin, lykopenu) 
a živých buněk (např. probiotik) do potravin [17, 19]. Ve většině případů znamená 
enkapsulace technologii, při které jsou bioaktivní složky kompletně zabalené, zakryté 
a chráněné fyzikální bariérou bez výčnělků bioaktivních složek [19]. Enkapsulace byla také 
definována jako technologie balení pevných, kapalných i plynných materiálů do malých 
kapslí, které uvolňují svůj obsah v řízeném množství během delšího období ve specifických 
podmínkách [20]. Vytvořené částice mají většinou průměr od několika nm do několika mm 
[17].  
Materiály používané k enkapsulaci musí být poživatelné, biodegradabilní a schopné utvořit 
bariéru mezi vnitřní fází a okolím. 
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Jeden z nejdůležitějších důvodů pro enkapsulaci aktivních složek je vytvoření zvýšené 
stability ve finálních produktech a během zpracování. Další výhody enkapsulace jsou menší 
odpařování a degradace aktivních látek, jako je např. aroma. Dále je enkapsulace využívána 
pro zamaskování nežádoucích pocitů během konzumace, jako například hořké chuti nebo 
svíravosti polyfenolů. Další výhodou enkapsulace je zabránění reakcím s dalšími komponenty 
během potravinářských výrob, jako je např. fermentace nebo produkce metabolitů [21].  
Nejdůležitějším kritériem pro výběr enkapsulačního materiálu je funkcionalita, kterou má 
enkapsulace poskytnout finálnímu produktu, potenciální omezení pro obalový materiál, 
koncentrace enkapsulované látky, typ uvolňování, požadavky na stabilitu a cenová 
dostupnost. Většina materiálů používaných pro enkapsulaci v potravinářství jsou 
biomolekuly. Kromě toho, že musí být přírodní, musí materiály také poskytnout maximální 
ochranu aktivní látky před vnějšími podmínkami, udržet aktivní látku ve struktuře kapsle 
během zpracování nebo skladování v různých podmínkách, nesmí reagovat s enkapsulovaným 
materiálem, musí mít dobré rheologické vlastnosti i ve vysokých koncentracích (pokud je to 
potřeba) a musí se s nimi poměrně snadno pracovat během enkapsulace. Nejpoužívanějšími 
materiály jsou polysacharidy. Škrob a jeho deriváty – amylosa, amylopektin, dextriny, 
maltodextriny, polydextrosa a celulosa a její deriváty jsou používané nejčastěji. Dále jsou 
používané také rostlinné exudáty a extrakty – arabská guma, galaktomananny, pektiny, 
rozpustné sojové polysacharidy, také mořské extrakty jako karagenan a alginát. Používají se 
i mikrobiální a živočišné polysacharidy jako dextran, chitosan, xanthan a gellan. Kromě 
přírodních a modifikovaných polysacharidů se pro enkapsulaci používají také lipidy 
a proteiny. Příkladem nejčastěji používaných mléčných a syrovátkových proteinů jsou kasein, 
želatina a gluten. Mezi lipidy vhodné pro použití k enkapsulaci patří mastné kyseliny 
a alkoholy, vosky (karnaubský vosk, včelí vosk), glyceridy a fosfolipidy. I některé další 
materiály mohou být používány, jako např. PVP, parafin, šelak a anorganické materiály.  
Enkapsulací vznikají kapsle o mnoha typech morfologie, ale nejčastější jsou dva hlavní 
typy (Obrázek č. 9) – jedna je mononukleární kapsle, která má jedno jádro zabalené do obalu, 
zatímco druhý typ jsou agregáty, které mají mnoho jader vložených v matrixu [22]. 
 
Obrázek č. 9: Dvě hlavní formy enkapsulace [18] 
Jejich specifické tvary v různých systémech závisí na technologii zpracování, na jádru a na 
materiálu stěn, z kterých jsou kapsle vyrobeny [18]. 
Hlavním cílem enkapsulace je ochránit enkapsulovaný materiál proti nepříznivým 
podmínkám prostředí, jako jsou nežádoucí důsledky působení světla, vlhkosti, kyslíku a tím 
přispívat ke zvýšení trvanlivosti výrobku a podporovat řízené uvolňování enkapsulované látky 
[23]. 
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V potravinářském průmyslu může být mikroenkapsulační proces používán z různých 
důvodů [20]: 
a) ochrana jádra proti degradaci snížením jeho reaktivity s vnějším prostředím, 
b) snížení vypařování nebo rychlosti přechodu enkapsulovaného materiálu do vnějšího 
prostředí, 
c) změna fyzikálních charakteristik původního materiálu pro usnadnění manipulace, 
d) přizpůsobení uvolňování materiálu pomalu v průběhu určité doby nebo v přesném čase, 
e) zamaskování nežádoucí vůně nebo chuti enkapsulovaného materiálu, 
f) ředění enkapsulovaného materiálu (pokud jsou potřeba jen malá množství) do dosažení 
homogenní suspenze v cílovém materiálu, 
g) pomoc při separaci složek směsi, které by jinak reagovaly s ostatními. 
Složky potravin jako jsou např. kyseliny, aromatické látky, sladidla, barviva, vitamíny 
a minerály, enzymy a mikroorganismy jsou enkapsulovány pomocí různých technologií. 
2.3.1 Lipidové částice 
Liposomy jsou široce používány jako nosiče různých sloučenin díky své strukturální 
univerzálnosti z hlediska velikosti, složení, lamelaritě a schopnosti začlenit hydrofilní 
a hydrofobní látky [24]. 
Liposomy jsou značně studované především pro jejich aplikace jako transportní systémy 
pro živiny, účinné látky léčiv a bioaktivní molekuly, jako modely buněčných membrán 
a imunologicky pomocné látky ve vakcínách. Tento systém má mnoho vlastností důležitých 
pro farmaceutické účely, mezi které primárně patří biokompatibilita, možnost zacílení aktivní 
látky in vivo, řízené uvolňování a různý rozptyl velikostí částic [25]. 
Liposomální preparáty mohou být vyráběny pomocí řady metod, jako je odpařování na 
tenké vrstvě, zmrazování a rozmrazování, odpařování s reverzními fázemi nebo využití 
ultrazvuku [25]. 
 
Obrázek č. 10: Struktura liposomu [26] 
Vlastnosti a také finální aplikace lipidových částic jsou určovány jejich morfologií 
a distribucí velikostí, která závisí na molekulárních a fyzikálně-chemických parametrech 
stejně tak jako na metodě přípravy liposomů [27]. 
2.3.1.1 Ethanolové vstřikování 
Mezi metodami používanými pro produkci liposomů je ethanolové vstřikování 
pravděpodobně nejvhodnější technika pro použití v průmyslovém měřítku, a to především 
díky své jednoduchosti [24]. 
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Ethanolové vstřikování může být použito pro produkci liposomů ve velkém měřítku. V této 
metodě je ethanolový roztok směsi lipidů vstřikován do vodného roztoku pomocí rychlé 
injekce. Z výrobního hlediska tato technika splňuje potřebu rychlé, jednoduché a bezpečné 
metody přípravy [28]. Tato metoda také nenapomáhá degradaci nebo oxidačním změnám 
v lipidové směsi nebo enkapsulovaných aktivních látek. Lipidové částice připravené 
ethanolovým vstřikováním mají vysokou stabilitu při skladování a je prokázáno, že tato 
metoda vede k tvorbě malých unilamelárních částic (small unilamellar vesicles – SUV) se 
středním průměrem přibližně 150–200 nm [29, 30, 31, 32]. 
Nicméně v závislosti na koncentraci lipidů může být pomocí etanolového vstřikování 
dosaženo lipidových částic o velikostech mezi 30 a 110 nm. Obecně platí, že malé 
unilamelární liposomy s průměrem menším než 100 nm mají omezenou enkapsulační 
kapacitu kvůli tomu, že velké zakřivení omezuje zachycený objem [33]. 
2.3.1.2 Odpařování na tenké vrstvě s reverzními fázemi 
Velké unilamelární a oligolamelární částice vznikají tehdy, když je vodný pufr zaveden do 
směsi fosfolipidů a organického rozpouštědla. Organické rozpouštědlo je následně odstraněno 
odpařením za sníženého tlaku. Tyto částice mohou být vytvořeny z různých lipidů nebo ze 
směsi lipidů. Poměr objemu vodné fáze k lipidům je třicetkrát větší než u přípravy sonikací 
a čtyřikrát větší než u multilamelárních částic. Nejdůležitější je, že podstatná část vodné fáze 
(při nízké koncentraci solí až 65 %) je zachyceno uvnitř částic a s vysokou enkapsulační 
účinností dochází i k enkapsulaci velkých makromolekulárních látek. Proto má tato poměrně 
jednoduchá technika unikátní výhody pro enkapsulaci cenných ve vodě rozpustných 
materiálů, jako jsou např. léčiva, bílkoviny, nukleové kyseliny a další biochemické látky [34]. 
2.3.2 Polysacharidové částice 
2.3.2.1 Chitosanové částice 
Chitosan, polysacharid z D-glukosaminu spojený β-(1,4) vazbami, je přírodní, lineární, 
kationický biopolymer získaný deacetylací chitinu, který je druhým nejrozšířenějším 
biopolymerem po celulose a pochází ze schránek korýšů, jako jsou krabi, krevety a humři, 
z pokožky hmyzu a buněčných stěn hub. Na základě mnoha příznivých vlastností, jako je 
nízká toxicita, hydrofilita, biodegradabilita a biokompatibilita, má chitosan mnoho 
biomedicínských a farmaceutických aplikací včetně hojení ran, antacidních a protivředových 
aktivit, jako nosiče pro tablety, granulační činidla a nosiče účinných látek a genů [35]. 
Chitosan je biodegradabilní, biokompatibilní a bioadhezivní polysacharid. V řadě testů na 
toxicitu bylo prokázáno, že chitosan je netoxický a kompatibilní s měkkými tkáněmi [36]. Byl 
široce používán ve farmaceutickém výzkumu i průmyslu jako nosič pro léčiva a jako 
biomedicínský materiál [37]. Chitosan byl vybrán pro nanočástice kvůli jeho prokázané 
adhezivitě na sliznice a schopnosti zvýšit pronikání velkých molekul přes slizniční povrch 
[38]. Chitosanové nanočástice jsou vytvořeny procesem ionotropické želatinace založené na 
interakci mezi negativními skupinami tripolyfosfátu sodného (TPP) a positivně nabitými 
amino skupinami chitosanu.  
Díky bezpečné metodě přípravy mohou být připravené nanočástice použity jako vhodné 
nosiče léčiv v léčbě aft v mukoadhezivní formě [39]. 
Vzhledem k tomu, že nanočástice lze jednoduše transportovat do různých částí těla a mají 
širokou oblast použití, rostoucí zájem byl zaměřen na zkoumání chitosanových nanočástic. 
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Protože distribuce velikostí chitosanových nanočástic hraje důležitou roli při aplikaci 
účinných látek léčiv, je nutné připravit chitosanové částice o jednotné velikosti. Je třeba 
přiznat, že distribuce velikostí částic chitosanu lze velmi obtížně regulovat [35].  
2.3.2.2 Chitosan-alginátové částice 
V nedávných studiích byly vyvinuty a testovány nanočástice připravené ze syntetických 
biologicky rozložitelných polymerů, přírodních polymerů, lipidů a polysacharidů. V poslední 
době vyvolala velký zájem zejména možnost používat nanočástice připravené z přírodních 
biodegradabilních polymerů. Z nich jsou velmi slibnými materiály chitosan a alginát, které 
byly široce využívány ve farmaceutickém průmyslu pro kontrolované uvolňování léčiv 
[40, 41]. 
Alginát je ve vodě rozpustný lineární polysacharid získávaný z hnědých mořských řas 
a skládá se střídavě ze zbytků α-L-guluronové a β-D-mannuronové kyseliny spojených 
1-4 vazbami. Alginát je mukoadhezivní, biodegradabilní a biokompatibilní a potenciálně 
vhodný pro řadu farmaceutických a biomedicínských aplikací [42, 43]. 
Alginátové mikro- a nanočástice lze snadno získat indukčním gelovatěním s vápenatými 
ionty [44, 45]. Přídavek chitosanu nemusí částicím pouze udílet kladný náboj, ale může také 
prodloužit dobu kontaktu účinné látky s epitelem a zlepšit vstřebávání [46, 47]. 
Chitosan-alginátové částice jsou připravovány za laboratorní teploty, příprava je 
jednoduchá, rychlá a spolehlivá. Tvoří se spontánně za velmi mírných podmínek [48]. 
2.3.3 Příklady použití enkapsulace v potravinářských aplikacích 
Jeden z hlavních důvodů enkapsulace aktivních látek je poskytnout jim větší stabilitu ve 
finálním produktu a během zpracování. Například probiotika jsou velmi citlivá na změny pH, 
mechanické namáhání nebo trávicí enzymy v žaludku. Probiotické bakterie jsou definovány 
jako živé mikroorganismy a bioaktivní potravinové komponenty s prokázaným účinkem na 
zdraví hostitele, pokud jsou přítomny v potřebném množství [19].  
Další výhodou enkapsulace je snížení vypařování těkavých látek, jako jsou např. aromata, 
která obvykle obsahují směs těkavých a aromatických organických molekul. Kromě toho jsou 
přísady do potravin většinou velmi drahé, proto se výrobci zajímají o ochranu aromatických 
látek v potravinách [49]. Díky enkapsulaci je složka potravy jako např. aroma pokryta 
ochranným materiálem stěn a chráněna proti odpařování, chemickým reakcím (světlem 
indukovaným, oxidacím) nebo migraci v potravinách [50, 51]. 
Dále se enkapsulace používá pro zamaskování nepříjemných pocitů při jídle, jako je 
například hořká chuť a trpkost polyfenolů a dalších sloučenin, které vykazují vysokou 
antioxidační aktivitu [52]. Polyfenoly tvoří jednu z nejpočetnějších a všudypřítomných skupin 
rostlinných metabolitů a jsou nedílnou součástí jak lidské, tak živočišné stravy. Vykazují 
široké spektrum biologických aktivit včetně antioxidačních, protizánětlivých, 
antibakteriálních a protivirových funkcí [53, 54, 55]. Účinnost polyfenolů závisí na zachování 
jejich stability, biologické aktivity a biologické dostupnosti [52].  
Nežádoucí chuť většiny fenolických látek je jedním z důvodů, které omezují jejich použití 
ve vyšších koncentracích. Dalším problémem je, že po perorálním podání zůstává 
v organismu využitelná pouze malá část molekul, a to kvůli nedostatečné době zdržení 
v žaludku, nízké propustnosti a rozpustnosti ve střevech. Navíc jejich nestabilita 
v podmínkách při zpracování a skladování potravin (teplota, kyslík, světlo) nebo v zažívacím 
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traktu (pH, enzymy, přítomnost jiných živin) je limitující pro aktivitu a potenciální zdravotní 
přínos složek jako jsou polyfenoly. 
Využití enkapsulovaných polyfenolů místo volných může efektivně zmírnit některé 
z těchto nedostatků [52]. 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem předložené práce byla snaha určit nejvhodnější a nejúčinnější metodu enkapsulace 
antioxidačních látek. 
V rámci práce byly řešeny následující dílčí cíle: 
1) Rešerše – přehled technik enkapsulace; přehled vybraných skupin přírodních 
antioxidantů (zejména fenolické látky a anthokyany); přehled aplikací v oblasti 
enkapsulace přírodních antioxidantů. 
2) Metody: 
- příprava a charakterizace preparátů přírodních antioxidantů 
- zavedení vybraných metod enkapsulace do organických částic 
- zavedení a optimalizace metod charakterizujících stabilitu a velikost částic 
- optimalizace metod analýzy enkapsulovaných složek 
3) Enkapsulace vybraných antioxidantů a jejich směsí získaných z vybraných druhů 
ovoce a zeleniny. 
4) Vyhodnocení enkapsulační účinnosti a stability částic. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité chemikálie a přístroje 
4.1.1 Použité chemikálie 
Acetonitril pro HPLC, Gradient Grade – Sigma (SRN) 
Methanol pro HPLC, Gradient Grade – Sigma (SRN) 
Folin-Ciocalteuovo činidlo – RNDr. Jan Kulich, Hradec Králové (ČR) 
Kyselina L-askorbová – Sigma-Aldrich (SRN) 
Kyselina metafosforečná – Lachema (ČR) 
Ethylalkohol pro UV spektroskopii – Lach-Ner (ČR) 
Lecithin – Serva (SRN) 
Cholesterol – směs hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3β-olu - Serva (SRN) 
Chitosan – Sigma-Aldrich (SRN) 
Alginát sodný – Sigma-Aldrich (SRN) 
Tripolyfosfát sodný – Sigma-Aldrich (SRN) 
Bile salts – směs kyseliny cholové a deoxycholové – Sigma-Aldrich (SRN) 
Pankreatin z vepřové slinivky – Sigma-Aldrich (SRN) 
Pepsin z prasečí žaludeční sliznice – Sigma-Aldrich (SRN) 
ABTS (2,2´-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina]) – Sigma-Aldrich (SRN) 
Trolox – 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylová kyselina – Sigma-Aldrich  
 (SRN) 
(-)-epikatechin – Sigma-Aldrich (ČR) 
Phloridzin – Sigma-Aldrich (ČR) 
Chlorogenová kyselina – Sigma-Aldrich (ČR) 
(-)-katechin – Sigma-Aldrich (ČR) 
Morin – Sigma-Aldrich (ČR) 
Quercetin – Sigma-Aldrich (ČR) 
Rutin – Sigma-Aldrich (ČR) 
Peroxodisíran draselný, Mach chemikálie (ČR) 
 
Ostatní použité chemikálie byly vesměs čistoty p. a. a byly získány od běžných dodavatelů. 
4.1.2 Použité přístroje 
Analytické váhy (AND HR-120) 
Centrifuga – U-32-R, Boeco (Německo) 
Mikrocentrifuga – Mikro 200, Hettich Zentrifugen 
Spektrofotometr – Helios γ, Unicam (VB) 
Sestava HPLC, Ecom spol. s.r.o. (ČR) 
- Termostat – LCO 102 LONG 
- Pumpa - Beta 10 
- Detektor – LCD 2084 
- Kolona Eclipse plus XDB-C18, 5µm, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies – USA) 
- Kolona SupelcosilTM LC-NH2, 5µm, 4,6 x 250 mm  
Ultrazvuk – PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SR) 
Ultrazvukový homogenizátor/dispergátor – Sonopuls, Bandelin 
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Membránový extrudér – LiposoFast, Avestin 
Lyofilizátor – BenchTop 4K ZL, VirTis 
Vakuová odparka - HB4 Basic, HBA Labortechnik 
ZetaSizer Nano ZS – Malvern 
LUMiSizer – Dispersion analyzer – Lum 
Mikroskop - Intraco Micro (ČR) 
Skenovací elektronový mikroskop JEOL JSM-7600F  
4.2 Vzorky 
Při práci byly použity vzorky mrkve a červených jablek běžně dostupných v obchodech 
a směs lesních plodů (maliny, jahody, borůvky), které byly zakoupeny mražené:  
• Jahody:  
-  Název: Jahody – hluboce zmrazené ovoce 
- Značka: Albert Quality 
- Složení: Jahody 
- Dodavatel: Nowaco Czech republic s.r.o. 
- Země původu – ČR 
• Maliny: 
- Název: Maliny – hluboce zmrazené ovoce 
- Složení: Maliny 
- Výrobce: Ardo Mochov s r.o. 
• Borůvky: 
- Název: Borůvky – hluboce zmrazené ovoce 
- Složení: Borůvky 
- Výrobce: Ardo Mochov s r.o. 
Směs lesních plodů byla vytvořena smícháním stejných podílů jednotlivých vzorků. 
4.2.1 Úprava vzorků pro úvodní charakterizaci 
Pro stanovení úvodních hodnot preparátů byl použit lyofilizát extraktu zkoumaných plodů. 
4.2.1.1 Příprava lyofilizátu 
Čerstvé, popř. mražené plody byly pomocí mixéru rozmělněny na malé kousky, zmraženy 
na dobu jednoho dne a poté lyofilizovány, dokud nebyl vzorek úplně vysušen. 
4.2.1.2 Úprava vzorků pro stanovení individuálních flavonoidů pomocí HPLC 
Přesně zvážené množství lyofilizátu vzorku bylo smícháno s několika ml 1 M HCl 
a ponecháno 20 minut ve tmě a chladu (v lednici) hydrolyzovat. Poté byla směs odstředěna 
a supernatant odlit do dělící baňky. K supernatantu byl přidán ethylacetát a směs byla 
vytřepávána. Spodní vodná vrstva byla odlita do kádinky a horní ethylacetátová vrstva do 
odpařovací baňky. Poté byla vodná vrstva vrácena zpět do dělící baňky a znovu vytřepávána 
s ethylacetátem. Vodná vrstva byla vylita a ethylacetátová vrstva byla přidána do odpařovací 
baňky. Na vakuové odparce byl ethylacetát odpařen do sucha a odparek v baňce byl rozpuštěn 
v 1 ml mobilní fáze. Takto připravený vzorek byl nastřikován na HPLC. 
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4.2.1.3 Úprava vzorků pro stanovení β-karotenu pomocí HPLC 
Směs karotenoidů byla z přesně zváženého množství lyofilizátu vzorku extrahována 
pomocí několika ml diethyletheru. Ten byl poté ze směsi odpipetován do odpařovací baňky 
a na vakuové odparce byl odpařen do sucha. Odparek byl poté rozpuštěn v 1 ml methanolu. 
Takto připravený vzorek byl nastřikován na HPLC. 
4.2.1.4 Úprava vzorků pro stanovení kyseliny askorbové pomocí HPLC 
Kyselina askorbová byla z přesně zváženého množství lyofilizátu vzorku extrahována 
pomocí několika ml 2% kyseliny metafosforečné. Směs byla odstředěna a supernatant byl 
nastřikován na HPLC. 
4.2.1.5 Úprava vzorků pro stanovení individuálních katechinů pomocí HPLC 
Úprava vzorku pro stanovení individuálních katechinů byla téměř totožná s úpravou 
vzorků pro stanovení individuálních flavonoidů (kapitola 4.2.1.2). Odparek v baňce byl ale po 
odpaření rozpuštěn v 1 ml methanolu a tento vzorek byl poté nastřikován na HPLC. 
4.2.1.6 Úprava vzorků pro ostatní stanovení 
Polyfenolické látky byly z přesně zváženého množství lyofilizátu extrahovány pomocí 5% 
kyseliny citrónové, 5% kyseliny mléčné a 10% kyseliny mléčné. Směsi byly poté 
centrifugovány a extrakty použity ke stanovení celkové antioxidační aktivity, obsahu 
celkových polyfenolů a celkových flavonoidů a obsahu anthokyanů. 
4.2.2 Úprava vzorků pro enkapsulaci 
 Pro enkapsulaci byla používána čerstvá šťáva ze zkoumaných vzorků a extrakt získaný 
extrakcí z lyofilizátu pomocí 5% kyseliny citrónové. 
4.2.3 Úprava vzorků pro stanovení enkapsulační účinnosti 
Vzorek po enkapsulaci byl centrifugován 40 minut při 12 000 otáčkách, supernatant byl slit 
a byly v něm stanovovány jednotlivé parametry, stejně tak jako ve vzorku před enkapsulací. 
Z těchto dvou hodnot byla poté vypočítána enkapsulační účinnost dané metody. 
4.2.3.1 Úprava vzorků pro stanovení individuálních flavonoidů pomocí HPLC  
Přesné množství supernatantu, popř. čistého vzorku bylo upravováno totožně s postupem 
uvedeným v kapitole 4.2.1.2. 
4.2.3.2 Úprava vzorků pro stanovení celkových karotenoidů  
Z přesně odměřené množství mrkvové šťávy před i po enkapsulaci byly karotenoidy 
dvakrát extrahovány pomocí několika ml diethyletheru. Ten byl poté ze směsi odpipetován do 
odpařovací baňky a na vakuové odparce odpařen do sucha. Odparek byl poté rozpuštěn v 1 ml 
methanolu. V takto připraveném vzorku byla spektrofotometricky stanovena koncentrace 
celkových karotenoidů. 
4.2.3.3 Úprava vzorků pro stanovení kyseliny askorbové pomocí HPLC 
Přesné množství supernatantu, případně čistého vzorku před enkapsulací bylo smícháno 
s přesně odměřeným množstvím 2% kyseliny metafosforečné. Takto připravený vzorek byl 
nastřikován na HPLC. 
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4.2.3.4 Úprava vzorků pro stanovení individuálních katechinů pomocí HPLC 
Přesné množství supernatantu, popř. čistého vzorku před enkapsulací bylo upravováno 
totožně s postupem uvedeným v kapitole 4.2.1.2, pouze pro rozpuštění odparku byl použit 
1 ml methanolu. 
4.2.3.5 Úprava vzorků pro ostatní stanovení 
Pro stanovení obsahu celkových polyfenolů, flavonoidů a anthokyanů byl používán přímo 
supernatant po enkapsulaci, popř. čistý vzorek před enkapsulací. 
4.2.4 Úprava vzorků pro stanovení velikosti a stability částic 
Pro stanovení velikosti a stability částic pomocí DLS byl použit roztok vzorku, který byl 
pomocí membránového extrudéru přefiltrován. Pomocí membrán s póry o velikostech 100 
a 200 nm byly upraveny částice na jednotnou velikost. 
4.2.5 Úprava vzorku pro vizualizaci elektronovým mikroskopem 
Část tekutého enkapsulovaného vzorku byla pomocí lyofilizace převedena na pevnou fázi.  
4.3 Stanovení hmotnosti suchého podílu 
Suchý podíl byl v analyzovaných plodech stanovován gravimetricky. Jedlý podíl čerstvých 
plodů byl zvážen před a po lyofilizaci. Zjištěný obsah sušiny byl vztažen na gram jedlého 
podílu vzorku. 
4.4 Stanovení celkové antioxidační aktivity 
4.4.1 Princip stanovení 
ABTS s persulfátem draselným tvoří tmavě zeleně zbarvený kation ABTS+. Antioxidanty 
přítomné ve vzorku potlačují intenzitu barvy do té míry, která je přímo úměrná jejich celkové 
koncentraci. Principem je tedy sledování intenzity zbarvení a jeho úbytek v čase. Čím větší 
pokles absorbance v čase nastane, tím více je v měřeném vzorku přítomných antioxidantů. 
4.4.2 Postup 
Zásobní roztok kationtu ABTS+ byl vytvořen smícháním rozpuštěním přesného množství 
ABTS ve vodě tak, aby jeho výsledná koncentrace byla 7 mM. Do tohoto roztoku bylo 
přidáno přesné množství peroxodisíranu draselného tak, aby jeho výsledná koncentrace 
v roztoku byla 2,45 mM. Takto vytvořený zásobní roztok byl ponechán 12 hodin v temnu při 
pokojové teplotě. 
Po 12 hodinách byl zásobní roztok pomocí ethanolu zředěn na absorbanci 0,700 ± 0,02 při 
734 nm. Do 1 ml zředěného ABTS+ bylo přidáno 0,01 ml měřeného vzorku a byla změřena 
počáteční absorbance. Po deseti minutách byla opět změřena absorbance a z těchto dvou 
výsledků byl zjištěn úbytek absorbance. Jako blank byl používán 50% roztok vodného 
methanolu.  
  
28 
 
4.4.3 Vyhodnocení 
Výsledná hodnota celkové antioxidační aktivity byla zjištěna po dosazení rozdílu 
absorbancí do kalibrační přímky, která byla vytvořena pomocí Troloxu v rozmezí koncentrací 
0,05 – 0,2 mg/ml:   
 
Rovnice kalibrační křivky (koncentrace v mg/ml):  cA ·21,1=  
4.5 Stanovení celkových polyfenolů 
4.5.1 Princip stanovení 
Vzorek reaguje s Folin-Ciocalteuovým činidlem za vzniku modrého zbarvení, jehož 
intenzita, která je přímo úměrná koncentraci polyfenolů ve vzorku, je poté zjišťována 
spektrofotometricky jako absorbance vzniklých roztoků při 750 nm. Jako standard byla 
použita kyselina gallová. 
4.5.2 Postup 
Do zkumavky byl napipetován 1 ml desetkrát zředěného Folin-Ciocalteuova činidla, 1 ml 
destilované vody a 50 µl vzorku. Na blank bylo místo vzorku pipetováno 50 µl destilované 
vody. Roztok byl důkladně promíchán. Po pěti minutách byl k roztoku pipetován 1 ml 
nasyceného roztoku uhličitanu sodného. Vzniklý roztok byl opět důkladně promíchán 
a ponechán 15 minut v klidu. Poté byla měřena absorbance roztoku při 750 nm proti blanku.  
4.5.3 Vyhodnocení 
Pro výpočet obsahu polyfenolů byla použita rovnice získaná z kalibrační křivky kyseliny 
gallové sestrojené v rozmezí koncentrací 0,1-0,5 mg/ml [56]: 
 
cA ·2892,1=  
 
Celkový obsah polyfenolů byl přepočítán na mg v g suchého podílu. Každý vzorek byl 
analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
4.6  Stanovení celkových flavonoidů 
4.6.1 Princip stanovení 
Přítomnost flavonoidů v reakční směsi vyvolá změnu zbarvení. Intenzita tohoto zbarvení, 
která je přímo úměrná koncentraci flavonoidů ve vzorku, je měřena spektrofotometricky při 
510 nm. Jako standard byl použit katechin. 
4.6.2 Postup 
Do zkumavky bylo napipetováno 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody, 0,2 ml dusitanu 
sodného a roztok byl důkladně promíchán. Po pěti minutách bylo přidáno 0,2 ml chloridu 
hlinitého a roztok byl opět promíchán. Po dalších pěti minutách bylo k roztoku přidáno 1,5 ml 
hydroxidu sodného a 1 ml vody a roztok byl promíchán. Po patnácti minutách byla měřena 
absorbance roztoku při 510 nm proti blanku (fyziologickému roztoku). 
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4.6.3 Vyhodnocení 
Pro výpočet obsahu flavonoidů ve vzorku byla použita rovnice získaná z kalibrační křivky 
katechinu sestrojené v rozmezí koncentrací 0,05-0,3 mg/ml [56]: 
 
cA ·3482,3=  
 
Celkový obsah flavonoidů byl vyjádřen v mg na g suchého podílu. Každý vzorek byl 
analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
4.7 Stanovení obsahu anthokyanů 
4.7.1 Princip 
Intenzita zbarvení vzorku je přímo úměrná koncentraci anthokyanů. Jako standard byl 
použit cyanin-chlorid. 
4.7.2 Postup  
Byla měřena absorbance vzorku proti blanku (vodě) při 528 nm.  
4.7.3 Vyhodnocení 
Pro výpočet obsahu anthokyanů ve vzorku byla použita rovnice kalibrační křivky 
cyanin-chloridu sestrojené v rozmezí koncentrací 1-20 µg/ml [56]: 
 
cA ·3368,60=  
 
Celkový obsah anthokyanů byl vyjádřen v mg na g suchého podílu. Každý vzorek byl 
analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
4.8 Stanovení celkového obsahu karotenoidů 
4.8.1 Princip 
Intenzita zbarvení vzorku je přímo úměrná koncentraci karotenoidů. Jako standard byl 
použit β-karoten. 
4.8.2 Postup 
Byla měřena absorbance vzorku oproti blanku (methanolu) při 450 nm. Každý vzorek byl 
analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
4.8.3 Vyhodnocení 
Tento postup byl používán pro stanovení enkapsulační účinnosti. Absorbance naměřené 
u jednotlivých vzorků byly porovnány a byla z nich vypočtena enkapsulační účinnost 
jednotlivých metod.  
4.9 Stanovení obsahu látek pomocí HPLC 
HPLC (High performance liquid chromatography) neboli vysoce účinná kapalinová 
chromatografie je založená na afinitě jednotlivých složek vzorku ke stacionární fázi, která je 
umístěna uvnitř kolony. 
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Analyzovaný vzorek je nastřikován na začátek kolony a unášen mobilní fází. Jednotlivé 
složky se v koloně zachycují a poté ji postupně opouští – podle toho, jak silně jsou stacionární 
fází zadržovány. Následně se dostávají do detektoru, který vyhodnotí intenzitu signálu dané 
látky. 
Kvalitativní charakteristikou látky je její retenční čas, kvantitu určuje plocha píku, která je 
přímo úměrná koncentraci stanovované látky.  
4.9.1 Stanovení individuálních flavonoidů  
4.9.1.1 Postup 
Jako mobilní fáze byl použit roztok methanolu, acetonitrilu a okyselené vody v poměru 
20 : 30 : 50. Okyselená voda byla připravena z destilované vody a kyseliny orthofosforečné 
v poměru 99 : 1. Eluce byla izokratická, kolona byla v termostatu zahřívána na 30°C a průtok 
byl nastaven na 0,75 ml za minutu. Byla použita kolona Eclipse XDB-C18. Na začátek 
kolony byl do dávkovací smyčky o objemu 20 µl nastřikován vzorek a detekce látek probíhala 
v detektoru při 370 nm. Vzorky byly před analýzou filtrovány na membránových filtrech 
o průměru 0,45 µm. 
4.9.1.2 Vyhodnocení 
Ze získaných chromatogramů byly zjištěny plochy píků a porovnány s plochami standardů. 
Z kalibračních křivek byl poté vypočítán obsah daných látek. Celkový obsah jednotlivých 
flavonoidů ve vzorku byl přepočítáván na mg v g suchého podílu. Každý vzorek byl 
analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
 
Rovnice kalibračních křivek (koncentrace v mg/l): 
- Rutin:     cA ·13,12=  
- Kyselina chlorogenová:
  
cA ·44,14=  
- Phloridzin:
    
cA ·08,1=  
- Myricetin:
    
cA ·62,424=  
- Morin:
    
cA ·43,57=  
- Quercetin:
    
cA ·156,282=  
4.9.2 Stanovení individuálních katechinů 
4.9.2.1 Postup 
Jako mobilní fáze byl použit roztok methanolu a vody v poměru 45 : 55. Eluce byla 
izokratická, kolona byla v termostatu zahřívána na 30°C a průtok byl nastaven na 0,75 ml za 
minutu. Byla použita kolona Eclipse XDB-C18. Na začátek kolony byl do dávkovací smyčky 
o objemu 20 µl nastřikován vzorek a detekce látek probíhala v detektoru při 280 nm. Vzorky 
byly před analýzou filtrovány na membránových filtrech o průměru 0,45 µm. 
4.9.2.2 Vyhodnocení 
Ze získaných chromatogramů byly zjištěny plochy píků a porovnány s plochami standardů. 
Z kalibračních křivek byl poté vypočítán obsah daných látek. Obsah katechinu a epikatechinu 
ve vzorku byl přepočítáván na mg v g suchého podílu. Každý vzorek byl analyzován dvakrát, 
výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
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Rovnice kalibračních křivek (koncentrace v mg/ml): 
- Katechin:
    
cA ⋅= 416,2  
- Epikatechin:    cA ⋅= 752,3  
4.9.3 Stanovení kyseliny askorbové 
4.9.3.1 Postup 
Jako mobilní fáze byl použit roztok 0,05 M octanu sodného a acetonitrilu v poměru 95 : 5. 
Eluce byla izokratická, kolona byla v termostatu zahřívána na 30°C a průtok byl nastaven na 
0,6 ml za minutu. Byla použita kolona SupelcosilTM LC-NH2. Na začátek kolony byl do 
dávkovací smyčky o objemu 20 µl nastřikován vzorek a detekce látek probíhala v detektoru 
při 254 nm. Vzorky byly před analýzou filtrovány na membránových filtrech o průměru 
0,45 µm. 
4.9.3.2 Vyhodnocení 
Z chromatogramů byly zjištěny plochy píků a porovnány s naměřenou kalibrační křivkou 
standardu – kyseliny askorbové. Z kalibrační křivky byl poté vypočítán její obsah ve vzorku. 
Celkový obsah kyseliny askorbové byl přepočítáván na mg v g suchého podílu. Každý vzorek 
byl analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
 
Rovnice kalibrační křivky (koncentrace v mg/l):  .·35,273 cA =  
4.9.4 Stanovení β-karotenu 
4.9.4.1 Postup 
Jako mobilní fáze byl použit čistý methanol. Eluce probíhala izokraticky, kolona byla 
v termostatu zahřívána na 45°C a průtok byl nastaven na 1 ml za minutu. Byla použita kolona 
Eclipse XDB-C18. Na začátek kolony byl do dávkovací smyčky o objemu 20 µl nastřikován 
vzorek a detekce látek probíhala v detektoru při 450 nm. Vzorky byly před analýzou 
filtrovány na membránových filtrech o průměru 0,45 µm. 
4.9.4.2 Vyhodnocení 
Ze získaných chromatogramů byly zjištěny plochy píků a porovnány s naměřenou 
kalibrační křivkou standardu – β-karotenu. Z kalibrační křivky byl poté vypočítán jeho obsah 
ve vzorku. Celkový obsah β-karotenu byl přepočítáván na mg v g suchého podílu. Každý 
vzorek byl analyzován dvakrát, výsledné hodnoty jsou průměrem ze dvou paralelních měření. 
 
Rovnice kalibrační křivky (koncentrace v mg/ml):  .·21,69695 cA =  
4.10 Enkapsulační postupy 
4.10.1 Příprava lipidových částic – liposomů 
4.10.1.1 Odpařování na tenké vrstvě (thin layer evaporation) 
80 mg lecithinu a 10 mg cholesterolu bylo rozpuštěno v 10 ml směsi chloroformu 
a methanolu v poměru 80:20. Roztok byl přelit do odpařovací baňky a na vakuové odparce 
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odpařen do sucha. K odparku bylo přidáno 5 ml enkapsulovaného vzorku a směs byla střídavě 
míchána na vortexu a ultrazvukována, dokud nedošlo k úplnému rozpuštění lipidového filmu 
na stěnách baňky. Část takto připraveného vzorku byla centrifugována a supernatant použit ke 
stanovení enkapsulační účinnosti a část byla použita pro stanovení stability a velikosti částic. 
Při přípravě částic bez enkapsulovaných látek byl po odpaření použit fosfátový pufr [58]. 
4.10.1.2 Metoda reverzních fází (reverse phase – thin layer evaporation) 
62,5 mg cholesterolu a 250 mg lecithinu bylo rozpuštěno v 50 ml směsi chloroformu 
a methanolu v poměru 80:20. Roztok byl přelit do odpařovací baňky a na vakuové odparce 
odpařen do sucha. Vytvořený lipidový film byl rozpuštěn ve 40 ml etheru. K tomuto roztoku 
bylo přidáno 10 ml enkapsulovaného vzorku a směs byla s přestávkami ultrazvukována asi 
1 minutu, dokud se nevytvořila emulze. Z této emulze byl za laboratorní teploty na vakuové 
odparce odpařen ether a zbylá směs přešla na vodnou suspenzi. Tato suspenze byla naředěna 
v případě šťávy destilovanou vodou a v případě extraktů kyselinou citrónovou na 50 ml [34]. 
Část takto připraveného vzorku byla centrifugována a supernatant použit ke stanovení 
enkapsulační účinnosti a část byla použita pro stanovení stability a velikosti částic. 
Při přípravě částic bez enkapsulovaných látek byl místo vzorku použit fosfátový pufr. 
4.10.1.3 Ethanolové vstřikování 
Nejdříve byl podle následujícího postupu izolován lecitin z vaječného žloutku, který byl 
následně použit k nástřiku.  
Žloutek byl smíchán s 25 ml acetonu a za občasného míchání ponechán stát 10 minut. Poté 
byla směs zfiltrována a ze sraženiny na filtru byla izolace acetonem opakována. Vzniklá směs 
byla opět zfiltrována. Sraženina byla rozpuštěna v 10 ml ethanolu, směs byla zfiltrována 
a sraženina byla znovu rozpuštěna v ethanolu a směs poté zfiltrována. Oba ethanolové filtráty 
byly spojeny dohromady a odpařeny do sucha. Odparek (izolovaný lecithin) byl rozpuštěn 
v 15 ml ethanolu. 
Takto připravený roztok lecithinu byl pomocí injekční stříkačky s tenkou jehlou velmi 
pomalu nastřikován do enkapsulovaných vzorků v poměru 1:1 [57]. 
Část takto připraveného vzorku byla centrifugována a supernatant použit ke stanovení 
enkapsulační účinnosti a část byla použita pro stanovení stability a velikosti částic. 
Při přípravě částic bez enkapsulovaných látek byl pro nástřik použit fosfátový pufr. 
4.10.2 Příprava polysacharidových částic 
4.10.2.1 Chitosanové částice 
250 mg chitosanu bylo rozpuštěno v 25 ml 5% kyseliny octové smíchané s 25 ml 
enkapsulovaného vzorku. Vzniklá směs byla ultrazvukována a po malých dávkách do ní byly 
přidávány 4 ml 2% tripolyfosfátu sodného. 
Část takto připraveného vzorku byla centrifugována a supernatant použit ke stanovení 
enkapsulační účinnosti a část byla použita pro stanovení stability a velikosti částic. 
Při přípravě částic bez enkapsulovaných látek byla použita pouze kyselina octová [39]. 
4.10.2.2 Chitosan-alginátové částice 
25 ml alginátu o koncentraci 6 mg/ml bylo smícháno s 25 ml enkapsulovaného vzorku 
a pH roztoku bylo pomocí HCl upraveno přibližně na 5. Poté bylo do roztoku přidáváno 
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10 ml roztoku CaCl2 o koncentraci 3,35 mg/ml s pH upraveným na 5 pomocí HCl. V průběhu 
přidávání byl roztok ultrazvukován. Dále bylo k takto vzniklému roztoku přidáváno 20 ml 
roztoku chitosanu. Ten byl připraven rozpuštěním chitosanu v 1% kyselině octové tak, aby 
vznikl roztok o koncentraci 0,8 mg/ml a pH tohoto roztoku bylo upraveno přibližně na 5 
pomocí NaOH. Takto vzniklý roztok byl po malých dávkách přidáván do předchozího 
roztoku a celý roztok byl průběžně ultrazvukován [48]. 
4.11 Stanovení velikosti částic 
Velikost částic byla stanovována pomocí ZetaSizeru Nano ZS využívající technologii 
DLS. Vzorky liposomů byly před stanovením filtrovány pomocí membránového extrudéru 
přes 100 nm a 200 nm membránu, vzorky polysacharidových částic byly filtrovány pouze 
přes 200 nm membránu. Vzorek byl zředěn na vhodnou hustotu pro stanovení, napipetován 
do kyvety a spuštěno měření. Ze tří naměřených hodnot pro každý vzorek byl vypočten 
průměr. 
4.12 Stanovení stability částic – určení zeta-potenciálu 
Zeta-potenciál byl stanovován pomocí ZetaSizeru Nano ZS s využitím Zeta Dipp Cely. Do 
kyvety se vzorkem po měření velikosti částic byla vložena Zeta Dipp Cela a spuštěno měření. 
Ze tří hodnot zeta-potenciálu naměřených pro každý vzorek byl poté vypočten průměr pro 
dané částice. 
4.13 Stanovení stability částic v modelových tělních tekutinách 
Stabilita částic byla stanovována v žaludeční, duodenální a žlučové šťávě [59]. Do každé 
šťávy byl napipetován vzorek. V čase t = 0 byl změřen obsah celkových polyfenolů ve 
vzorku. Poté byl vzorek inkubován při 37°C – v případě žaludečních a duodenálních šťáv po 
dobu 15 minut, v případě žlučové šťávy po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byl opět stanoven 
obsah celkových polyfenolů ve vzorku a z rozdílu absorbancí stanoveno, jestli v trávicím 
traktu k rozpadu částic dochází či nikoliv. 
4.13.1 Složení žaludeční šťávy 
250 mg pepsinu bylo rozpuštěno ve 100 ml vody. Do roztoku bylo přidáno 840 µl 
35% HCl, popřípadě bylo pH upraveno na 0,9±0,2 [59].  
4.13.2 Složení duodenální šťávy 
250 mg pankreatinu a 1,5 g hydrogenuhličitanu sodného bylo rozpuštěno ve 100 ml vody. 
pH roztoku bylo přibližně 8,9±0,2 [59]. 
4.13.3 Složení žlučové šťávy 
Bylo naváženo 800 mg komerčně dodávané směsi žlučových šťáv a rozpuštěno v 200 ml 
vody. Tím byl připraven cca 10 mM roztok těchto solí [59]. 
4.14 Stanovení vlastností systému pomocí analytické centrifugace 
Pro analytickou centrifugaci byl použit vzorek po enkapsulaci bez jakýchkoliv dalších 
úprav. Vzorek byl napipetován do kyvet určených pro analytickou centrifugaci, byly 
nastaveny vhodné otáčky v kombinaci s dobou centrifugace a spuštěno měření. Při 
centrifugaci byla snímána měnící se transmitance vzorku v kyvetě. Výsledky byly zobrazeny 
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v grafech závislostí transmitance na pozici v kyvetě, což vypovídá o rychlosti sedimentace 
daných částic. 
4.15 Stanovení vhodné koncentrace jednotlivých typů částic pro použití 
v potravinách  
Pro stanovení vhodné koncentrace byla vždy připravena řada vzorků o koncentracích 0 %, 
20 %, 40 %, 60 %, 80 % a 100 % enkapsulovaného vzorku smícháním s původním 
neenkapsulovaným vzorkem – šťávou nebo čistým extraktem. Následně byl vizuálně 
zhodnocen zákal u všech vzorků a odhadnuto, která koncentrace je vhodná pro potravinářské 
použití. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSE 
5.1 Stanovení suchého podílu rostlinného materiálu 
V práci byly testovány možnosti přípravy mikro- a nanočástic a postupy enkapsulace 
vybraných přírodních extraktů. Jako vzorky byly použity vybrané druhy tuzemského ovoce 
a zeleniny, které jsou konzumovány ve velkém měřítku, obsahují řadu aktivních látek 
a odpovídají i dlouhodobé adaptaci populace na přírodní zdroje antioxidantů. 
V první fázi byla stanovena sušina rostlinných materiálů. Výsledky stanovení suchého 
podílu používaného rostlinného materiálu (jablko, mrkev, směs lesních plodů) pomocí 
lyofilizace (kapitola 4.2.1.1) jsou shrnuty v následující tabulce: 
Tabulka č. 2: Obsah suchého podílu 
Plod Hmotnost před lyofilizací [g] 
Hmotnost po lyofilizaci 
[g] 
Obsah suchého podílu 
[%] 
Jablko 46,04 6,91 15,01 
Mrkev 39,21 4,87 12,43 
Lesní plody 300,00 52,16 17,39 
5.2 Stanovení základních charakteristik lyofilizátů 
5.2.1 Určení vhodného extrakčního činidla pro další stanovení 
Na začátku práce bylo nutné určit vhodné extrakční činidlo pro extrakci látek z lyofilizátu 
tak, aby do něj přecházelo co nejvíce stanovovaných látek, ale aby bylo zdravotně nezávadné 
z důvodu následné enkapsulace a možného použití enkapsulovaných vzorků v potravinářském 
průmyslu. 
Porovnávány byly hodnoty celkových polyfenolů a celkových flavonoidů v jednotlivých 
extraktech z jablek a mrkve a výsledky byly přepočítávány na obsah v suchém podílu jedlé 
části plodů. Celkové polyfenoly byly stanovovány podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.2 
a celkové flavonoidy podle postupu v kapitole 4.6.2. U čerstvých plodů byla použita přírodní 
šťáva, vodný, ethanolový a ethylacetátový extrakt. U lyofilizovaných plodů byly ověřovány 
extrakce do 1% a 5% kyseliny citrónové a 1%, 5% a 10% kyseliny mléčné. 
Lesní plody nebyly v této fázi experimentů používány, pro stanovení vhodných podmínek 
pro následující práci byly zhodnoceny jako dostačující plody mrkve a jablek, které byly 
v období počátečních experimentů (cca únor) lépe dostupné. 
Jak lze vidět z následující tabulky a shrnujících grafů, jako nejvhodnější extrakční činidla 
se ukázaly 5% kyselina citrónová, 5% kyselina mléčná a 10% kyselina mléčná. Důvodem 
může být to, že vlivem přítomnosti kyselin probíhá částečná hydrolýza flavonoidních látek, 
tím pádem lépe přechází do vodného rozpouštědla a jejich výsledná koncentrace v extraktu je 
větší. 
Proto byly pro stanovení počátečních parametrů lyofilizátu používány tyto kyseliny 
o zmíněných koncentracích. K enkapsulaci byl však dále používán pouze extrakt z lyofilizátu 
do 5% kyseliny citrónové. Tento extrakt byl vybrán z toho důvodu, že většina hladin 
stanovovaných antioxidantů byla nejvyšší právě v tomto extraktu. Naměřené hodnoty 
přibližně odpovídaly hodnotám zjištěným při extrakci do 10% kyseliny mléčné. Ta nebyla 
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dále používána z důvodu legislativního omezení množství používaného v
produktech [60]. 
Tabulka č. 3: Porovnání obsahu polyfenol
a mrkve 
 Jablko [mg/g]
Šťáva 
Voda 
Ethylacetát 
Ethanol 
1% citrónová 
5% citrónová 
1% mléčná 
5% mléčná 
10% mléčná 
 
Graf č. 1: Porovnání obsahu polyfenol
 
Pouze v přírodní šťávě byl zjišt
č. 1) i flavonoidů (následující graf 
vzorků byl vždy obsah těchto látek vyšší u 
polyfenolické látky přítomné v
rozpouštědel, než u mrkve. 
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Polyfenoly Flavonoidy
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2,81 2,12 0,84 
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4,25 2,57 1,40 
ů v různých extraktech z jablek a mrkve
ěn větší obsah polyfenolů (jak je patrné z př
č. 2) u mrkve ve srovnání s jablkem, u všech ostatních 
jablka. To je pravděpodobně zp
 jablečné tkáni jsou účinněji extrahovány do vodných 
 potravinářských 
 jablek 
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edchozího grafu 
ůsobeno tím, že 
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 Graf č. 2: Porovnání obsahu flavonoid
  
5.2.2 Celková aktivita antioxida
Celková antioxidační aktivita byla stanovována v
kyselinou mléčnou a 5% kyselinou citró
v kapitole 4.4.2. Celkový obsah antioxida
analyzovaného plodu. Naměřené výsledky shrnuje následující graf.
Graf č. 3: Celková aktivita antioxida
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čních látek ve stanovovaných vzorcích.
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čnou, 10% 
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Výrazně nejvyšší hladina celkové 
ovoci, a to ve všech extraktech. Tento výsledek pravd
kyseliny askorbové, případně i s
plodů tak byla několikanásobně
5.2.3 Celkový obsah polyfenol
Celkový obsah polyfenolických látek byl v
postupu uvedeného v kapitole 4.5.2. Zjišt
Graf č. 4: Množství celkových polyfenol
 
Nejvyšší množství polyfenolických látek bylo nam
přibližně třikrát více než v jablkách nebo mrkvi. 
u mrkve.  
5.2.4 Celkový obsah flavonoid
Celkový obsah flavonoidů
Z naměřených absorbancí byly vypo
zobrazeny v následujícím grafu.
Obsah flavonoidních látek, který byl nam
ovoce a zeleniny, odpovídá př
Nejvyšší obsah byl naměřen ve sm
U flavonoidů je ještě více patrné, že p
téměř nepřechází, naopak z jablek a lesních plod
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v mrkvi. 
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ři extrakci do vodných rozpouštědel z
ů ano. Obsah flavonoidů
ěchto látek v jablku a přibližně
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m grafu. 
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 daných druhů 
ět v mrkvi. 
 mrkve tyto látky 
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 šestkrát vyšší než 
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 Graf č. 5:Množství flavonoidních látek v
5.2.5 Obsah anthokyanových barviv
Obsah anthokyanových barviv byl stanovován podle postupu uvedeného v
Naměřené hodnoty v jednotlivých vzorcích
Graf č. 6: Celkový obsah anthokyanových barviv v
Z výše uvedeného grafu je patrný zna
u jednotlivých druhů ovoce a 
obsah těchto látek byl podle oč
a mrkve byl obsah anthokyanových barviv tém
0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50
3,00
3,50
Jablko
c 
[m
g/
g]
0
5
10
15
20
25
30
35
c 
[µ
g/
g]
 jednotlivých extraktech 
 
 jsou shrnuty v následujícím grafu.
 jednotlivých extraktech 
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 kapitole 4.7.2. 
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obsah naměřen v extraktu v
s hodnotou pH, která zřejmě ovliv
5.2.6 Obsah individuálních flavonoid
Obsah jednotlivých flavonoid
v kapitole 4.9.1.1. Naměřené h
Tabulka č. 4: Obsah jednotlivých flavonoid
 
Rutin 
[µg/g] 
K.Chlorogenová 
Jablko 46,91 
Mrkev 10,58 
Lesní plody 288,25 
 
Z výše uvedené tabulky je patrné, že obsah každého ze stanovovaných individuálních 
flavonoidů byl nejvyšší ve smě
při spektrofotometrickém stanovení celkových flavonoid
byl naopak zjištěn v mrkvi, což také odpovídá spektrofotometricky zjišt
Nejvíce bylo ve všech vzorcích obsaženo phloridzinu. V
nejméně quercetinu, který však v
rutinu. Obsah myricetinu byl ve velmi malém množství zjišt
ani jablku nebyl detekován. 
5.2.7 Obsah individuálních katechin
Obsah individuálních katechin
postupu uvedeného v kapitole 4.9.2.1. Výsledky m
Graf č. 7: Obsah katechinu a epikatechinu v lyofilizátech
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 kyselině citrónové. Tento výsledek pravdě
ňuje vizualizaci a tím stanovení anthokyanových barviv.
ů 
ů byl stanoven pomocí HPLC podle postupu uvedeného 
odnoty jsou shrnuty v následující tabulce. 
ů v ovocných a zeleninových lyofilizátech 
[µg/g] 
Quercetin 
[µg/g] 
Myricetin 
[µg/g] 
146,60 2,35 0,00 
116,05 0,00 0,00 
889,04 4,34 5,66 
si lesních plodů. Tento fakt odpovídá i hodnotám nam
ů. Nejnižší obsah všech flavonoid
ě
 lesních plodech i v
 mrkvi nebyl vůbec detekován. V mrkvi bylo potom nejmén
ěn pouze u lesních plod
ů 
ů v lyofilizátech byl stanovován pomocí HPLC podle 
ěření jsou zobrazeny v následujícím grafu.
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podobně souvisí 
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4285,86 
629,13 
17314,10 
ěřeným 
ů 
ným výsledkům. 
 jablku bylo 
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ů, v mrkvi 
 
 
Katechin
Epikatechin
 Z výše uvedeného grafu lze vid
než epikatechinu. Nejvyšší obsah obou t
naopak nejnižší v mrkvi. U vzork
katechinu a epikatechinu. Naopak u mrkve se tento rozdíl snižuje, což m
pravděpodobně způsobené již tak nízkým obsahem t
5.2.8 Obsah kyseliny askorbové
Obsah kyseliny askorbové v
postupu uvedeného v kapitole 4.9.3.1.
Graf č. 8: Obsah kyseliny askorbové v lyofilizátech
 
Z grafu č. 8 je zřejmé, že nejvyšší obsah kyseliny askorbové byl zjišt
lesních plodů. Obsah v tomto vzorku byl p
v mrkvi a asi třicetkrát větší než v
5.2.9 Obsah β-karotenu 
Obsah β-karotenu ve vzorcích byl stanovován pomocí HPLC podle postupu uvedeného 
v kapitole 4.9.4.1. 
Jak je z následujícího grafu 
lesních plodů byl téměř nulový (u obou p
obsah β-karotenu nejvyšší ve vzorku mrkve. Tento výsledek byl o
jednotlivých plodů. 
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ět, že ve všech vzorcích byl stanoven vyšší obsah katechinu 
ěchto látek byl opět stanoven ve smě
ů lesních plodů a jablek je patrný velký rozdíl mezi obsahem 
ěchto látek. 
 
 jednotlivých vzorcích byl stanovován pomocí HPLC podle 
 
 
ě
řibližně šestkrát větší než obsah kyseliny askorbové 
 jablku. 
č. 9 patrné, obsah β-karotenu ve vzorcích jablek a sm
řibližně 5 µg/g sušiny). Naopak podle o
čekávaný již podle zbarvení 
Mrkev Lesní plody
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ůže být 
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Graf č. 9: Obsah β-karotenu v
5.3 Stanovení enkapsulač
Enkapsulace výše charakterizovaných rostlinných extrakt
postupy – do liposomů pomocí t
chitosanových a chitosan-alginátových 
a 4.10.2.1 – 4.10.2.2. Enkapsula
zvlášť, aby bylo přesněji určeno, u kterých látek dochází k
účinnost byla vždy stanovována tak, že byl vybran
enkapsulací a poté ve  vzorku supernatantu získaného po enkapsulaci a centrifugaci 
vytvořených částic. Z naměřených hodnot byla poté vypo
metody pro zjišťovaný parametr.
5.3.1 Celkové polyfenoly 
Celkové polyfenoly byly stanovovány podle postupu uvedeného v
absorbancí byla poté stanovena procentuální hodnota množství enkapsulované látky. Zjišt
hodnoty enkapsulační účinnosti celkových polyfenol
a grafu. 
Tabulka č. 5: Enkapsulační úč
látek 
  
Jablko - k. citrónová 
Jablko - šťáva 
Mrkev - k. citrónová 
Mrkev - šťáva 
Lesní plody - k. citrónová 
Lesní plody - šťáva 
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ní účinnosti 
ů byla provedena p
ří metod (TLE, RP-TLE a ethanolového vst
částic podle postupů v kapitolách 4.10.1.1 
ční účinnost byla stanovována pro každý vybraný parametr 
 účinné enkapsulaci. Enkapsula
ý parametr stanoven v 
čítána enkapsulač
 
 kapitole 4.5.2. Z
ů (%) jsou uvedeny v
innost jednotlivých metod vzhledem k obsahu polyfenolických 
TLE [%] RP-TLE [%] EV [%] CH [%]
28,67 75,61 5,21 0,00
3,61 10,80 13,62 0,00
0,00 16,67 0,00 0,00
4,25 21,73 32,85 0,00
37,43 12,11 34,11 0,00
25,30 0,16 32,73 0,00
Mrkev Lesní plody
 
ěti různými 
řikování), 
– 4.10.1.3 
ční 
čistém vzorku před 
ní účinnost dané 
 rozdílu 
ěné 
 následující tabulce 
 CHA [%] 
 8,57 
 0,00 
 21,95 
 7,25 
 0,00 
 0,00 
 Graf č. 10: Porovnání enkapsula
 
Z výše uvedené tabulky č. 5 a grafu 
k enkapsulaci největšího množství látek p
u jablečného extraktu docházelo k
fází. 
U chitosanových a některých chitosan
parametru prakticky žádná enkapsula
tím, že vzniklé částice (vzniklý sy
nedocházelo k dostatečné centrifugaci 
což mohlo ovlivnit spektrofotometrické stanovení.
5.3.2 Celkové flavonoidy – 
Celkové flavonoidy byly stanovovány podle postupu uvedeného v
absorbancí, naměřených před enkapsulací a po enkapsulaci
enkapsulační účinnosti jednotlivých metod pro celkové flavonoidy. Vypo
shrnuty v následující tabulce a grafu.
Tabulka č. 6: Enkapsulační úč
látek (spektrofotometrické stanovení)
  
Jablko - k. citrónová 
Jablko - šťáva 
Mrkev - k. citrónová 
Mrkev - šťáva 
Lesní plody - k. citrónová 
Lesní plody - šťáva 
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čních účinností vzhledem k obsahu polyfenolických látek
č. 10 je patrné, že u většiny vzork
ři použití ethanolového vstř
 výrazně vyšší enkapsulaci při použití metody reverzních 
-alginátových částic nebyla pozorována u tohoto 
ční účinnost, což však bylo pravděpodobn
stém) mají výrazně gelovitý charakter a tím pádem 
částic. Vlivem toho zůstával vzorek č
 
spektrofotometrické stanovení enkapsulač
 kapitole 4.6.2. Z
, byly zjišt
č
 
innost jednotlivých metod vzhledem k obsahu flavonoidních 
 
TLE [%] RP-TLE [%] EV [%] CH [%]
0,00 15,84 41,05 31,20
0,00 0,00 32,92 32,43
0,00 0,00 26,24 0,50
0,00 26,50 53,57 61,97
43,98 28,97 50,70 11,74
32,73 14,97 37,97 9,78
RP-TLE EV CH
Jablko - šťáva Mrkev -
Lesní plody - k. citrónová Lesní plody 
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Graf č. 11: Porovnání enkapsula
(spektrofotometrické stanovení)
 
V grafu č. 11 a tabulce č. 6 je op
účinnost zjištěna u ethanolového vst
se však hodnota zjištěná při použití této metody pom
naměřeným při enkapsulaci tohoto vzorku do polysacharidických 
Nulová enkapsulační účinnost u metody TLE byla pravd
velmi malých částic ve vzorku, které se ani po delší dob
5.3.3 Celkové flavonoidy – 
Enkapsulační účinnost celkových flavonoid
postupu uvedeného v kapitole 4.9.1.1. P
enkapsulací a po enkapsulaci a z rozdílu t
procentuální enkapsulační účinnost. Takto byla data vyhodnocována z
některých látek po enkapsulaci (zvlášt
velmi nízký, takže by bylo velmi obtížné ze získaných chromatogram
obsah každé látky zvlášť. Proto byl vyhodnocen celkový obsah t
Vypočtené hodnoty enkapsula
zobrazeny v následující tabulce a grafu.
Tabulka č. 7: Enkapsulační ú
(stanovení pomocí HPLC) 
 
Jablko - šťáva 
Mrkev - šťáva 
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čních účinností všech metod u jednotlivých vzork
 
činnost jednotlivých metod vzhledem k 
TLE [%] RP-TLE [%] EV [%] CH [%]
47,78 57,00 2,42 55,94
18,90 13,73 5,06 3,66
24,85 48,40 21,17 1,30
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 Graf č. 12: Porovnání enkapsula
pomocí HPLC) 
 
Z grafu č. 12 a tabulky č. 7 lze vid
enkapsulační účinnost byla dosažena p
šťávy byla mírně vyšší účinnost p
RP-TLE se však poměrně blíží hodnot
vyhodnotit jako nejlepší metodu v
Výsledky stanovení celkových flavonoid
poměrně liší, pravděpodobně z
stanovení není se vzorkem dále p
zákal připravených částic a to m
dochází při přípravě vzorku k
činidla přejdou jen žádané látky a p
Proto je pravděpodobně přesně
5.3.4 Celkové katechiny 
Enkapsulační účinnost pro celkový obsah katechin
návodu uvedeného v kapitole 4.9.2.1. P
u celkových flavonoidů sčítána plocha všech pík
Po zjištění celkového obsahu katechin
metodu a každý stanovovaný vzorek vypo
jsou zobrazeny v následující tabulce a grafu.
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ů spektrofotometricky a pomocí HPLC se 
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ři stanovování celkových katechinů
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Tabulka č. 8: Enkapsulační úč
 
TLE [%]
Jablko - šťáva 66,23
Mrkev - šťáva 19,41
Lesní plody - šťáva 30,25
Graf č. 13: Porovnání enkapsula
katechinů 
 
Z výše uvedených výsledků
katechinů pomocí jednotlivých metod lze op
vstřikování. Pouze u jablečné šť
u ethanolového vstřikování pozor
s ostatními metodami a vzorky.
5.3.5 Kyselina askorbová 
Obsah kyseliny askorbové ve vzorcích byl stanovován podle návodu uvedeného v
4.9.3.1. Po porovnání hodnot nam
procentuální účinnost enkapsulace pomocí jednotlivých metod. Výsledky jsou zobrazeny 
v následující tabulce a grafu. 
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Graf č. 15: Porovnání enkapsula
5.3.7 Anthokyany 
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Graf č. 16: Porovnání enkapsula
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Z výše uvedených výsledků lze říci, že obecně nejúčinnější enkapsulační metodou je 
ethanolové vstřikování – tedy enkapsulace do liposomů. Obecně by se dalo říci, že 
enkapsulace do liposomů se jeví jako účinnější, než enkapsulace do polysacharidových částic, 
pouze u karotenoidů byla nejvyšší účinnost dosažena při enkapsulaci do 
chitosan-alginátových částic.  
5.4 Stanovení velikosti částic  
Velikost částic byla stanovována podle postupu uvedeného v kapitole 4.11 po sjednocení 
velikosti částic. K analýze byla použita metoda dynamického rozptylu světla (dynamic light 
scattering, DLS).  
Metoda je založena na difrakci laserového paprsku v přítomnosti částic v roztoku, ohyb je 
nepřímo úměrný jejich velikosti. Velké částice ohnou paprsek pod malým úhlem a intenzita 
paprsku je velká, u malých částic je tomu naopak. Laserový paprsek prochází přes kyvetu do 
roztoku, kde se část paprsku rozptýlí od částic přítomných ve vzorku a detektor změří 
intenzitu rozptýleného světla. Signál rozptýleného světla, který se odrazí do detektoru, dopadá 
na desku korelátoru. Ten srovnává intenzitu světla v po sobě jdoucích intervalech 
a zaznamenává, s jakou rychlostí se mění intenzita signálu. Tyto informace se přenesou do 
počítače a vyhodnotí se velikost částic ve vzorku [61]. 
Na následujícím obrázku je uvedena ukázka výsledků analýzy velikosti částic (Obrázek 
č. 11) 
 
 
Obrázek č. 11: Ukázka grafu získaného při stanovování velikosti částic (čisté liposomy 
připravené metodou TLE) 
V tabulkách č. 10 – 14 jsou uvedeny zjištěné velikosti částic pomocí DLS. Tyto částice 
měly upravovanou velikost na 100, resp. 200 nm pomocí membránového extrudéru (kapitola 
4.11). Kontrola velikosti částic pomocí DLS sloužila k ověření, že velikost částic byla 
sjednocena tak, aby systém byl z tohoto pohledu homogenní a jednotný ve svých vlastnostech 
a aby mohl být takovýto systém použit do potravinářských výrobků bez toho, aby byly velké 
částice viditelné pouhým okem a tím by znehodnocovaly senzorickou kvalitu výrobku.  
Z hodnot uvedených v  tabulkách je patrné, že ve většině případů došlo k úpravě velikosti 
téměř všech částic na určitou jednotnou velikost. V některých případech se však vyskytuje 
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více velikostí. Případ výskytu částic o velikosti menší, než je velikost většiny částic, není na 
škodu a použití to nijak neomezuje. Naopak výskyt větších částic by neměl být příliš      
častý – jeho příčinou mohlo být případné poškození membrány extrudéru v průběhu úpravy 
velikosti, čímž by část částic měla menší (požadovanou velikost) a druhá část, která poté 
prošla poškozenou membránou, větší velikost. Stejně tak mohlo dojít k vytvoření vzduchové 
bubliny, díky které prošla část částic v prostoru mimo membránu, čímž opět mohlo dojít 
k vytvoření dvou frakcí o různých velikostech. 
 
Tabulka č. 10: Velikosti a četnosti liposomů připravených metodou TLE 
Vzorek velikost [nm] 
zastoupení částic 
[%] 
velikost 
[nm] 
zastoupení částic 
[%] 
Čisté částice 100 nm 158,77 100,00 - - 
Jablko - k. citrónová 100 nm 603,47 91,57 - - 
Jablko - šťáva 100 nm 472,80 94,47 - - 
Mrkev - k. citrónová 100 nm 904,87 82,63 155,17 14,43 
Mrkev - šťáva 100 nm 271,73 80,60 89,92 15,83 
Lesní plody - k. citrónová 
100 nm 291,77 98,73 - - 
Lesní plody - šťáva 100 nm 455,90 95,70 - - 
Čisté částice 200 nm 184,23 99,07 - - 
Jablko - k. citrónová 200 nm 540,70 93,80 - - 
Jablko - šťáva 200 nm 513,30 73,30 122,17 24,47 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 830,00 82,83 141,50 16,83 
Mrkev - šťáva 200 nm 278,43 92,70 - - 
Lesní plody - k. citrónová 
200 nm 380,77 99,00 - - 
Lesní plody - šťáva 200 nm 1151,00 89,03 127,50 7,10 
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Tabulka č. 11: Velikosti a četnosti liposomů připravených metodou RP-TLE 
Vzorek velikost [nm] 
zastoupení částic 
[%] 
velikost 
[nm] 
zastoupení částic 
[%] 
Čisté částice 100 nm 154,73 100,00 - - 
Jablko - k. citrónová 100 nm 224,30 42,97 1229,30 52,83 
Jablko - šťáva 100 nm 250,03 58,17 648,25 41,33 
Mrkev - k. citrónová 100 nm 155,57 100,00 - - 
Mrkev - šťáva 100 nm 479,53 81,10 106,06 17,20 
Lesní plody - k. citrónová 
100 nm 302,90 88,70 82,12 11,30 
Lesní plody - šťáva 100 nm 874,73 57,03 166,53 40,03 
Čisté částice 200 nm 170,40 100,00 - - 
Jablko - k. citrónová 200 nm 639,00 69,10 173,50 30,90 
Jablko - šťáva 200 nm 686,17 89,60 104,35 10,40 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 207,83 98,10 - - 
Mrkev - šťáva 200 nm 249,97 55,67 1079,10 40,83 
Lesní plody - k. citrónová 
200 nm 242,97 100,00 - - 
Lesní plody - šťáva 200 nm 293,40 96,90 - - 
 
Tabulka č. 12: Velikosti a četnosti liposomů připravených metodou ethanolového vstřikování 
Vzorek velikost [nm] 
zastoupení částic 
[%] 
velikost 
[nm] 
zastoupení částic 
[%] 
Čisté částice 100 nm 308,60 99,50 - - 
Jablko - k. citrónová 100 nm 226,30 96,23 - - 
Jablko - šťáva 100 nm 210,57 51,17 1925,67 48,83 
Mrkev - k. citrónová 100 nm 178,93 51,90 2618,33 48,10 
Mrkev - šťáva 100 nm 258,83 95,83 - - 
Lesní plody - k. citrónová 
100 nm 2318,67 61,77 163,03 33,33 
Lesní plody - šťáva 100 nm 124,83 50,73 1614,00 41,03 
Čisté částice 200 nm 311,47 99,57 - - 
Jablko - k. citrónová 200 nm 194,10 99,27 - - 
Jablko - šťáva 200 nm 184,47 94,43 - - 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 195,23 99,43 - - 
Mrkev - šťáva 200 nm 258,83 97,83 - - 
Lesní plody - k. citrónová 
200 nm 171,93 50,23 1722,83 41,77 
Lesní plody - šťáva 200 nm 117,40 49,20 1172,33 50,80 
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Tabulka č. 13: Velikosti a četnosti chitosanových částic 
Vzorek velikost [nm] zastoupení částic [%] 
Čisté částice 200 nm 396,63 96,87 
Jablko - k. citrónová 200 nm 228,97 97,83 
Jablko - šťáva 200 nm 382,97 94,23 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 288,93 99,07 
Mrkev - šťáva 200 nm 303,87 100,00 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm 237,50 96,07 
Lesní plody - šťáva 200 nm 457,00 96,27 
Tabulka č. 14: Velikosti a četnosti chitosan-alginátových částic 
Vzorek velikost [nm] zastoupení částic [%] 
Čisté částice 200 nm 467,37 100,00 
Jablko - k. citrónová 200 nm 867,43 100,00 
Jablko - šťáva 200 nm 588,50 100,00 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 851,93 100,00 
Mrkev - šťáva 200 nm 527,50 100,00 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm 1187,00 100,00 
Lesní plody - šťáva 200 nm 650,07 100,00 
5.5 Stanovení stability částic 
Stabilita částic byla stanovována pomocí dynamického rozptylu světla (Dynamic light 
scattering – DLS). Za použití Zeta Dipp Cely byl ve vzorku změřen zeta-potenciál podle 
postupu uvedeného v kapitole 4.12. Na následujícím obrázku je uvedena ukázka výsledků 
stanovení zeta-potenciálu (Obrázek č. 12). 
Pro veškeré elektrokinetické jevy je potřeba nenulová hodnota elektrokinetického 
potenciálu (ζ- potenciálu). Rovněž pro stabilitu liposomů a dalších částic je jeho hodnota 
vysoce důležitá. Velikost potenciálu udává stabilitu koloidního systému. Náboj větší než 
±60 mV označuje vynikající stabilitu. Dobrá stabilita je při od ±40 mV až ±60 mV, systém 
s nábojem od ±30 mV do ±40 mV vykazuje střední stabilitu. Počínající nestabilita se ukazuje 
u náboje od ±10 do ±30 mV. Náboj, který se pohybuje od 0 mV do ±5 mV, vykazuje velkou 
nestabilitu částic, tj. že částice se mají tendenci shlukovat a fluktuovat. Částice, které mají 
zeta potenciál nula, jsou nejméně stabilní a nachází se v izoelektrickém bodě. Zeta potenciál 
závisí na pH. Pokud máme částice se záporným nábojem a přidáme kyselinu, dosáhneme 
bodu neutralizace či získání kladného náboje částic [62]. 
Všechny vzorky byly před měřením přefiltrovány přes membránový extrudér s použitím 
100 nm a 200 nm membrány, čímž byla velikost částic upravena na příslušnou velikost.  
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Obrázek č. 12: Ukázka grafu získaného při stanovování zeta-potenciálu částic (čisté liposomy 
připravené metodou TLE) 
5.5.1 Liposomy připravené metodou TLE 
Tabulka č. 15: Zeta-potenciál liposomů připravených metodou TLE 
Vzorek ZP [mV] 
Čisté částice 100 nm -55,43 
Jablko - k. citrónová 100 nm -29,17 
Jablko - šťáva 100 nm -35,97 
Mrkev - k. citrónová 100 nm -30,10 
Mrkev - šťáva 100 nm -44,13 
Lesní plody - k. citrónová 100 nm -26,90 
Lesní plody - šťáva 100 nm -25,10 
Čisté částice 200 nm -52,77 
Jablko - k. citrónová 200 nm -30,53 
Jablko - šťáva 200 nm -34,97 
Mrkev - k. citrónová 200 nm -29,27 
Mrkev - šťáva 200 nm -44,17 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm -28,50 
Lesní plody - šťáva 200 nm -25,03 
 
Z výše uvedené tabulky č. 15 vyplývá, že vlivem enkapsulované látky dochází k mírné 
destabilizaci částic po enkapsulaci vzorku (oproti čistým částicím). Dále je patrné, že na 
stabilitu částic nemá příliš vliv jejich velikost – stabilita částic po úpravě 100 nm membránou 
a 200 nm membránou je přibližně stejná. 
Liposomy připravené metodou TLE jsou záporně nabité a jsou velmi stabilní 
(zeta-potenciál se neblíží nule, u většiny částic má hodnotu vyšší než -30 mV), tudíž nemají 
tendence ke shlukování a tvoření agregátů. Nejstabilnější se vždy jeví čisté částice, ze vzorků 
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poté částice obsahující mrkvovou šťávu – zřejmě kvůli výraznějšímu hydrofobnímu 
charakteru.  
Na hranici nestability (kolem -30 mV) se pohybují všechny částice obsahující extrakty 
v kyselině citrónové. Ze všech vzorků byly nejméně stabilní liposomy obsahující 
enkapsulovanou šťávu z lesních plodů – v tomto případě dochází k výrazné destabilizaci 
částic oproti čistým částicím (u 100 nm částic změna zeta-potenciálu cca z -55 mV na 
-25 mV). Částice s jablečnou šťávou zůstávají poměrně stabilní, i když zde také dochází ke 
změně zeta-potenciálu (na cca -36 mV). 
5.5.2 Liposomy připravené metodou RP-TLE  
Z tabulky č. 16 lze vidět, že částice připravené metodou RP-TLE jsou velmi stabilní 
a poměrně silně záporně nabité (zeta-potenciál menší než -50 mV) a vlivem enkapsulace 
přírodních vzorků téměř nedochází k jejich destabilizaci oproti čistým částicím. Stejně jako 
u liposomů připravených metodou TLE dochází i u těchto částic k jejich výrazné destabilizaci 
v případě, že je v částicích enkapsulována šťáva z lesních plodů. U všech ostatních částic se 
pak hodnota zeta-potenciálu pohybovala kolem -40 mV, což už svědčí o značné stabilitě 
těchto částic. 
Nelze pak také říci, že by zeta-potenciál částic záležel na jejich velikosti – náboje se téměř 
neliší a v odlišnostech nelze sledovat nějaký trend změn ve vztahu k velikosti částic. 
 
Tabulka č. 16: Zeta-potenciál liposomů připravených metodou RP-TLE 
Vzorek ZP [mV] 
Čisté částice 100 nm -53,77 
Jablko - k. citrónová 100 nm -42,73 
Jablko - šťáva 100 nm -42,10 
Mrkev - k. citrónová 100 nm -41,90 
Mrkev - šťáva 100 nm -37,27 
Lesní plody - k. citrónová 100 nm -33,63 
Lesní plody - šťáva 100 nm -30,63 
Čisté částice 200 nm -56,10 
Jablko - k. citrónová 200 nm -38,70 
Jablko - šťáva 200 nm -42,40 
Mrkev - k. citrónová 200 nm -37,83 
Mrkev - šťáva 200 nm -34,93 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm -33,43 
Lesní plody - šťáva 200 nm -29,60 
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5.5.3 Liposomy připravené ethanolovým vstřikováním 
Tabulka č. 17: Zeta-potenciál liposomů připravených ethanolovým vstřikováním 
Vzorek ZP [mV] 
Čisté částice 100 nm -24,3 
Jablko - k. citrónová 100 nm -9,95 
Jablko - šťáva 100 nm -8,00 
Mrkev - k. citrónová 100 nm 2,93 
Mrkev - šťáva 100 nm -10,77 
Lesní plody - k. citrónová 100 nm 2,38 
Lesní plody - šťáva 100 nm -1,88 
Čisté částice 200 nm -22,93 
Jablko - k. citrónová 200 nm 2,38 
Jablko - šťáva 200 nm -3,95 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 3,73 
Mrkev - šťáva 200 nm -6,53 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm -8,16 
Lesní plody - šťáva 200 nm -3,00 
 
Z tabulky č. 17 vyplývá, že u této metody dochází vlivem enkapsulace přírodních 
komplexních vzorků ke značné destabilizaci vzniklých částic. Zeta-potenciál se většinou 
pohyboval kolem nuly s tím, že často nebylo možné říci, jaký přesně měly částice náboj. 
Pokud by se usuzovalo podle čistých liposomů, měly by částice pravděpodobně spíše záporný 
náboj. Avšak ani čisté částice nepřesahují hodnotu -30 mV, z čehož se dá vyvodit tendence 
částic se shlukovat. Ta je potom u reálných vzorků více než pravděpodobná – téměř nenabité 
částice se od sebe nebudou vůbec odpuzovat a po vytvoření částic bude velmi pravděpodobně 
docházet ke vzniku větších agregátů. 
5.5.4 Chitosanové částice 
Tabulka č. 18: Zeta-potenciál chitosanových částic 
Vzorek ZP [mV] 
Čisté částice 200 nm 33,77 
Jablko - k. citrónová 200 nm 37,60 
Jablko - šťáva 200 nm 34,97 
Mrkev - k. citrónová 200 nm 30,67 
Mrkev - šťáva 200 nm 35,53 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm 36,97 
Lesní plody - šťáva 200 nm 25,47 
 
Z výše uvedené tabulky vyplývá, že polysacharidové částice připravené s využitím 
samotného chitosanu měly jako jediné z připravovaných částic kladný náboj. Ten se 
pohyboval v hodnotách kolem 30 mV, což je hodnota, která je udávána jako hraniční při 
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posuzování stability částic. Díky tomu se pravděpodobně tyto částice nebudou příliš 
shlukovat. Nelze také říci, že by použitím reálných vzorků docházelo k destabilizaci částic, 
naopak nejstabilnější částice vznikaly při enkapsulaci extraktu z jablek (zeta-potenciál se 
zvýšil z 33 mV na 37 mV). Obecně lze konstatovat, že stabilita částic po enkapsulaci reálných 
vzorků je téměř stejná jako stabilita čistých částic. Všechny tyto hodnoty se pohybovaly mezi 
30 a 40 mV. 
Jediné částice, u kterých docházelo k mírné destabilizaci, byly (stejně jako u metod TLE 
a RP-TLE) částice s enkapsulovanou šťávou z lesních plodů – zeta-potenciál těchto částic byl 
cca 25 mV. Tato hodnota je pod hranicí 30 mV pro stabilitu částic, ale není o mnoho nižší, 
proto lze i tyto částice považovat za relativně stabilní. 
5.5.5 Chitosan-alginátové částice 
Tabulka č. 19: Zeta-potenciál chitosan-alginátových částic 
Vzorek ZP [mV] 
Čisté částice 200 nm -39,27 
Jablko - k. citrónová 200 nm -22,07 
Jablko - šťáva 200 nm -26,30 
Mrkev - k. citrónová 200 nm -22,23 
Mrkev - šťáva 200 nm -25,53 
Lesní plody - k. citrónová 200 nm -17,57 
Lesní plody - šťáva 200 nm -19,73 
 
Z tabulky, která zobrazuje stabilitu chitosan-alginátových částic pomocí zeta-potenciálu, je 
patrné, že náboj těchto částic byl záporný. S použitím reálných vzorků dochází k částečné 
destabilizaci systému – čisté částice měly výrazně nižší náboj než částice připravené 
v přírodních vzorcích. Nejmenší destabilizace probíhala při enkapsulaci mrkvové a jablečné 
šťávy (oba vzorky měly zeta-potenciál cca -26 mV). Více destabilizované byly vzorky 
s jablečným a mrkvovým extraktem (oba vzorky měly zeta-potenciál cca -22 mV).  
Nejvýraznější destabilizace potom byla opět viditelná u vzorků lesních plodů – jak už při 
enkapsulaci šťávy (zeta-potenciál -19 mV), tak hlavně při enkapsulaci extraktu (zeta-potenciál 
-17 mV). U těchto částic pak může pravděpodobně docházet k mírnému shlukování, a to díky 
nižšímu náboji blížícímu se nule a tím slabšímu odpuzování jednotlivých částic. 
5.5.6 Stanovení stability částic v modelových tělních tekutinách 
Podle postupu uvedeného v kapitole 4.13 byla stanovována stabilita částic v duodenálních, 
žaludečních a žlučových šťávách. Pomocí stanovení celkových polyfenolických látek před 
a po působení těchto šťáv bylo zjištěno, že při působení každé šťávy zvlášť pravděpodobně 
nedochází k rozkladu částic. Pouze při působení duodenální šťávy byl pozorován velmi 
mírný, téměř neznatelný nárůst hladiny celkových polyfenolických látek, a to pouze 
u některých částic připravených metodou ethanolového vstřikování a u některých 
chitosan-alginátových částic. U ostatních částic nebyla ani při působení duodenální šťávy 
pozorována žádná změna v obsahu polyfenolických látek. Při působení žlučové šťávy 
docházelo ke zmenšování částic, což bylo pravděpodobně způsobeno emulgačními 
vlastnostmi těchto šťáv (složených především z kyseliny cholové a deoxycholové). 
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5.6 Stanovení vlastností systému pomocí analytické centrifugace 
Vlivem gravitačního zrychlení dochází k oddělení dispergovaných částic v systému. 
Částice s nižší hustotou než okolní prostředí směřují proti gravitačnímu zrychlení, částice 
s větší hustotou putují se zrychlením. Ze závislosti rychlosti usazování v odstředivém 
zrychlení lze odhadnout rychlost usazování v tíhovém poli. Zařízení LUMiSizer patří mezi 
temperované odstředivky a zaznamenává změny koncentrace dispergovaných látek 
působením odstředivé síly. Sedimentace částic se projeví vyčeřením části vzorku (zvýšením 
transmitance) a zároveň tvorbou sedimentu (snížením transmitance). Výsledkem měřením je 
profil transmitance, který vyjadřuje závislost transmitance na vzdálenosti od středu rotace 
[63]. 
  Stabilita systémů pomocí analytické centrifugace byla stanovována podle postupu 
uvedeného v kapitole 4.14. Reprezentativní část získaných výsledků je zobrazena 
v následujících grafech a tabulkách, zbylé grafy jsou uvedeny v příloze (Příloha č. 2 – 26). 
5.6.1 Porovnání jednotlivých metod 
Graf č. 17: Porovnání stability částic připravených jednotlivými metodami 
 
Tabulka č. 20: Porovnání indexů nestability jednotlivých metod 
Vzorek Směrnice [1/h] 
TLE 2,0848 
RP-TLE 4,1056 
EV 2,8146 
CH 1,1013 
CHA -0,0362 
 
Výše uvedený graf ukazuje křivky indexu nestability jednotlivých vzorků – čím je index 
nestability větší, tím je systém méně stabilnější a rychleji dochází k usazování částic. Z grafu 
je vidět, že nejstabilnější jsou polysacharidové částice, ať už samotné chitosanové, nebo 
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chitosan-alginátové. Naopak nejméně stabilní jsou částice vytvořené ethanolovým 
vstřikováním.  
Směrnice uvedená v tabulce udává směrnici křivky ve výše uvedeném grafu v prvních 
fázích centrifugace – čím je hodnota vyšší, tím je systém méně stabilnější. Nejstabilnější se 
podle tohoto kritéria jeví opět polysacharidové částice, nejméně potom částice připravené 
metodou RP-TLE a ethanolovým vstřikováním. 
5.6.2 Liposomy připravené metodou TLE 
Graf č. 18: Porovnání nestability jednotlivých vzorků připravených metodou TLE 
 
Tabulka č. 21: Index nestability jednotlivých vzorků připravených metodou TLE 
Vzorek Směrnice [1/h] 
Čisté částice 0,2928 
Jablko – k. citrónová 0,1183 
Jablko – šťáva 1,3589 
Mrkev – k. citrónová 0,874 
Mrkev – šťáva 0,1872 
Lesní plody – k. citrónová 1,7752 
Lesní plody – šťáva 1,9613 
 
Z tabulky a grafu lze vyčíst, že nejméně stabilní byly částice připravené metodou TLE při 
enkapsulaci extraktu i šťávy z lesního ovoce. Relativně méně stabilní byla i jablečná šťáva, 
naopak extrakt z jablek byl nejstabilnější – stabilnější i než čisté částice, stejně tak byla velmi 
stabilní mrkvová šťáva.  
Na grafech získaných z analytické centrifugace k charakterizaci jednotlivých vzorků je na 
ose y zobrazena transmitance vzorku, na ose x potom pozice v kyvetě – nejvíce vpravo je dno 
kyvety. Červené křivky vznikaly na začátku centrifugace, zelené potom ke konci analýzy. 
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Graf č. 19: Analytická centrifugace – čisté částice připravené metodou TLE 
 
Graf č. 20: Analytická centrifugace – liposomy připravené metodou TLE s enkapsulovanou 
mrkvovou šťávou 
 
Analyzované systémy všech vzorků byly velmi polydisperzní, nejdříve se usazují velké 
částice, později menší. U čistých částic sedimentace probíhala relativně homogenně v celém 
objemu. Na dně kyvety vznikal sediment, který se postupem času zvětšoval. Zvětšující se 
sediment vznikal také u jablečného extraktu a mrkvové šťávy. U ostatních vzorků docházelo 
k částečnému stlačování sedimentu, tudíž nedocházelo k jeho narůstání na dně kyvety. 
U mrkvového extraktu a obou vzorků lesních plodů docházelo ke konci centrifugace 
k vytvoření velmi čiré třetí fáze mezi sedimentem a zbylým vyčeřeným roztokem v kyvetě. 
Transmitance této fáze byla velmi vysoká – jako by dodatečně docházelo k ještě 
důkladnějšímu odstředění vzniklého sedimentu.  
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5.6.3 Liposomy připravené metodou RP-TLE 
Graf č. 21: Porovnání nestability jednotlivých vzorků připravených metodou RP-TLE 
 
 
Tabulka č. 22: Index nestability jednotlivých vzorků připravených metodu RP-TLE 
Vzorek Směrnice [1/h] 
Čisté částice 5,0102 
Jablko – k. citrónová 0,9855 
Jablko – šťáva 0,116 
Mrkev – k. citrónová 2,3222 
Mrkev – šťáva 4,7149 
Lesní plody – k. citrónová 1,4887 
Lesní plody – šťáva 1,8987 
 
Jak lze vidět z grafu a tabulky uvedených výše, u částic připravených metodou reverzních 
fází byly překvapivě nejméně stabilní čisté částice. Poměrně málo stabilní byla také mrkvová 
šťáva. Nejstabilnější z pohledu usazování byly oba jablečné vzorky. Oba vzorky lesních plodů 
byly stabilitou přibližně vzájemně srovnatelné. 
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Graf č. 22: Analytická centrifugace – čisté částice připravené metodou RP-TLE 
 
Graf č. 23: Analytická centrifugace – liposomy připravené metodou RP-TLE 
s enkapsulovanou šťávou z lesních plodů  
 
 
U částic připravovaných metodou RP-TLE lze pozorovat poměrně homogenní usazování 
částic v celém objemu kyvety. V pozdějších fázích centrifugace docházelo k postupnému 
rychlejšímu vyčeřování od hladiny a u několika vzorků lze pozorovat ať už jen náznak, nebo 
jasně probíhající zónovou centrifugaci, což znamená, že docházelo ke společnému 
postupnému usazování částic s velmi blízkou rychlostí sedimentace a tím pádem i s velmi 
blízkou velikostí. Všechny systémy pak byly velmi polydisperzní. 
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5.6.4 Liposomy připravené ethanolovým vstřikováním 
Graf č. 24: Porovnání nestability jednotlivých vzorků připravených metodou ethanolového 
vstřikování 
 
Tabulka č. 23: Index nestability jednotlivých vzorků připravených metodou ethanolového 
vstřikování 
Vzorek Směrnice [1/h] 
Čisté částice 0,815 
Jablko – k. citrónová 0,5674 
Jablko – šťáva 1,0106 
Mrkev – k. citrónová 0,6436 
Mrkev – šťáva 0,707 
Lesní plody – k. citrónová 1,083 
Lesní plody – šťáva 1,0748 
 
U částic připravených ethanolovým vstřikováním je, jak je vidět z výše uvedené tabulky 
a grafu, stabilita připravených částic s enkapsulovanými vzorky přibližně srovnatelná se 
stabilitou čistých částic. Obecně lze potom říci, že u mrkvových a jablečných vzorků je vždy 
stabilnější enkapsulovaný extrakt než šťáva, přičemž u jablečných vzorků je rozdíl patrnější. 
U vzorků lesních plodů je stabilita obou systémů v podstatě stejná.  
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Graf č. 25: Analytická centrifugace – čisté částice připravené metodou ethanolového 
vstřikování 
 
Graf č. 26: Analytická centrifugace – liposomy připravené metodou ethanolového vstřikování 
s enkapsulovanou jablečnou šťávou  
 
 
Obecně u všech vzorků připravených ethanolovým vstřikováním docházelo k velmi rychlé 
sedimentaci velkých částic, poté docházelo už jen k mírnému vyčeřování celého vzorku tím, 
že se homogenně (konstantně podél délky kyvety) usazují velmi malé částice. To může 
souviset i s nízkým nábojem (viz. kapitola 5.5.3), díky čemuž docházelo k vytváření agregátů 
a tím pádem k jejich velmi rychlé sedimentaci na dno. U dna poté docházelo k výraznému 
stlačování sedimentu a k interakcím mezi částicemi (zmenšování vzdálenosti profilů od sebe).  
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5.6.5 Chitosanové částice 
Graf č. 27: Porovnání nestability jednotlivých vzorků chitosanových částic 
 
Tabulka č. 24: Index nestability jednotlivých vzorků chitosanových částic 
Vzorek Směrnice [1/h] 
Čisté částice 0,7781 
Jablko – k. citrónová 0,7127 
Jablko – šťáva 1,0959 
Mrkev – k. citrónová 0,369 
Mrkev – šťáva 1,5251 
Lesní plody – k. citrónová 0,7063 
Lesní plody – šťáva 1,3112 
 
Z grafu č. 27 a tabulky č. 24 lze říci, že u chitosanových částic platí, že enkapsulované 
extrakty ze vzorků byly vždy stabilnější, než systémy vzniklé enkapsulací šťáv. Nejstabilnější 
byl potom mrkvový extrakt, který byl i značně stabilnější než připravené čisté chitosanové 
částice. Nejméně stabilní potom naopak mrkvová šťáva. 
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Graf č. 28: Analytická centrifugace – čisté chitosanové částice 
 
Graf č. 29: Analytická centrifugace – chitosanové částice s enkapsulovanou mrkvovou šťávou  
 
 
U čistých chitosanových částic a částic ve vzorku šťávy z lesních plodů docházelo opět 
k tvorbě třetí fáze (stejně jako u některých částic připravených metodou TLE), jejíž 
transmitance byla velmi vysoká.  
U vzorků mrkvové šťávy a šťávy z lesních plodů lze pozorovat sedimentaci 
(pravděpodobně díky značnému zabarvení vzorků). U obou vzorků platí, že ze začátku 
sedimentují velké částice, poté poměrně homogenně sedimentují částice malé. U dna dochází 
ke vzniku sedimentu, který je částečně i stlačován. 
O ostatních chiosanových vzorcích bohužel nelze příliš říci, protože byly už na počátku 
sedimentace velmi čiré a tím pádem samotná sedimentace nemohla být pozorována.  
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5.6.6 Chitosan-alginátové částice 
Graf č. 30: Porovnání nestability jednotlivých vzorků chitosan-alginátových částic 
 
Tabulka č. 25: Index nestability jednotlivých vzorků chitosan-alginátových částic 
Vzorek Směrnice [1/h] 
Čisté částice 1,0566 
Jablko – k. citrónová 3,1061 
Jablko – šťáva 2,4294 
Mrkev – k. citrónová 2,991 
Mrkev – šťáva 0,4464 
Lesní plody – k. citrónová 2,1905 
Lesní plody – šťáva 1,0796 
 
U vzorků chitosan-alginátových částic lze pozorovat, že (naopak než u chitosanových 
částic) jsou vždy extrakty v kyselině citrónové méně stabilní než vzorky šťáv. Ze šťáv je 
potom nejméně stabilní jablečná šťáva, naopak nejstabilnější je mrkvová šťáva – byla 
stabilnější i než čisté částice. Nejméně stabilní byl jablečný extrakt. 
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Graf č. 31: Analytická centrifugace – čisté chitosan-alginátové částice 
 
Graf č. 32: Analytická centrifugace – chitosan-alginátové částice s enkapsulovaným 
jablečným extraktem  
 
U čistých chitosan-alginátových částic nelze sedimentaci v podstatě vůbec pozorovat, 
protože už před samotnou analýzou byl připravený vzorek velmi čirý. 
U všech ostatních vzorků dochází buď k náznaku, nebo k úplné zónové sedimentaci. Vždy 
dochází k stupňovitému vyčeřování směrem od horní části kyvety dolů. Pouze u mrkvové 
šťávy není tento fakt příliš viditelný. Zónová sedimentace u těchto polysacharidových částic 
probíhá pravděpodobně proto, že se ve vzorku vytvoří gelovitá struktura, která postupuje 
spojená stejnou rychlostí směrem ke dnu kyvety. 
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5.7 Stanovení vhodné koncentrace jednotlivých typů částic pro použití 
v potravinách 
V další části práce byla stanovována přibližná vhodná koncentrace připravených částic tak, 
aby se enkapsulované preparáty daly použít v potravinářských výrobcích např. typu čirých 
nápojů, aniž by zákal znehodnotil senzorickou hodnotu hotového výrobku.  
Vhodná koncentrace byla stanovována podle postupu uvedeného v kapitole 4.15. 
Na fotkách těchto sérií je vždy číslem 1 označena nulová koncentrace – tedy čistý 
neenkapsulovaný vzorek a číslem 6 čistý enkapsulovaný vzorek (100% koncentrace). 
Zde jsou uvedeny tři fotografie, ostatní jsou potom uvedeny v příloze (příloha č. 27 – 53). 
 
 
Obrázek č. 13: Stanovení vhodné koncentrace – jablečná šťáva enkapsulovaná v liposomech 
(RP-TLE) 
 
Obrázek č. 14: Stanovení vhodné koncentrace – šťáva z lesních plodů enkapsulovaná v 
liposomech (EV) 
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Obrázek č. 15: Stanovení vhodné koncentrace – enkapsulovaný jablečný extrakt (chitosan) 
U všech vzorků připravených enkapsulací jablečných a mrkvových extraktů i šťáv do 
liposomů (metodou tenké vrstvy, reverzních fází a ethanolovým vstřikováním) platí, že už 
ve 20% koncentraci je zákal částic velmi patrný, proto je by bylo vhodné pro čiré 
potravinářské výrobky použít koncentraci nižší než je 20 %.  
U extraktů z lesních plodů i šťáv z lesních plodů při enkapsulaci do liposomů platí, že lze 
pravděpodobně použít až koncentraci 40 %, protože už původní vzorek je tak tmavý, že zákal 
částic není pouhým okem příliš viditelný. 
U chitosanových částic by mohla být pravděpodobně u všech vzorků použita koncentrace 
až 100 %, protože u těchto částic nevzniká okem viditelný zákal, ale spíše se ve vzorku tvoří 
gelovitá struktura, která ze senzorického hlediska není na škodu. 
U chitosan-alginátových částic je mírně patrný zákal u všech vzorků extraktů a také 
u jablečné šťávy. U těchto vzorku by mohla být odpovídající použitelná koncentrace přibližně 
40 %, u jablečné šťávy možná až 60 %. U vzorků mrkvové šťávy a šťávy z lesních plodů by 
mohla být použita opět až 100% koncentrace pravděpodobně z důvodu většího zabarvení 
vzorku (zákal není tolik viditelný jako u světlejších vzorků). 
5.8 Vizualizace částic pomocí optického mikroskopu 
Všechny částice byly vyfoceny pomocí optického mikroskopu v původní koncentraci, bez 
jakýchkoliv dalších úprav. Dále jsou uvedeny pro ilustraci jen některé vybrané snímky částic, 
všechny ostatní jsou uvedeny v příloze (příloha č. 54 – 69). 
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Obrázek č. 16: Chitosan-alginátové částice s enkapsulovaným extraktem z lesních plodů 
 
Obrázek č. 17: Liposomy připravené metodou TLE s enkapsulovanou mrkvovou šťávou 
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5.9 Vizualizace částic pomocí elektronového mikroskopu 
Pomocí elektronového mikroskopu byly vyfoceny pouze čisté částice připravené metodou 
TLE. Na snímcích jsou patrné kompaktní částice i některé porušené struktury, což mohlo být 
způsobeno přípravou preparátu, kde bylo nutné použít suché částice v lyofilizované formě.  
Zde jsou uvedeny pouze dvě fotky, zbylé tři jsou uvedeny v příloze (příloha č. 70 – 72). 
 
Obrázek č. 18: Liposomy připravené metodou TLE (zvětšení 2 000x) 
 
Obrázek č. 19: Liposomy připravené metodou TLE (zvětšení 10 000x) 
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6 ZÁVĚRY 
V předložené práci byly v první části připraveny různé typy extraktů běžných tuzemských 
rostlinných zdrojů antioxidantů. Pomocí spektrofotometrických a chromatografických metod 
byl zjišťován obsah nízkomolekulárních antioxidantů v extraktech a lyofilizátech vybraných 
druhů ovoce a zeleniny – jablek, mrkve a směsi lesních plodů.  
V další fázi práce byly šťávy z těchto plodů a extrakty připravené z lyofilizátů 
enkapsulovány pomocí pěti různých technik: uzavřením do liposomů metodou odpařování na 
tenké vrstvě, metodou reverzních fází a ethanolovým vstřikováním a enkapsulací do 
chitosanových a chitosan-alginátových částic. U každého vzorku byla stanovena procentuální 
enkapsulační účinnost pro stanovované nízkomolekulární antioxidanty. Dále byla 
analyzována velikost částic, jejich náboj a stabilita metodou dynamického rozptylu světla. 
Pomocí analytické centrifugace byla stanovena stabilita celkového systému u jednotlivých 
enkapsulovaných vzorků. Částice byly vizualizovány pomocí světelné a elektronové 
mikroskopie. Dále byla také testována vhodná koncentrace všech typů částic pro použití 
v čirých potravinářských výrobcích.  
 
Ze získaných dat byly po jejich zpracování získány následující závěry: 
• Nejvyšší obsah většiny stanovovaných antioxidantů se vyskytoval ve směsi lesních 
plodů, pouze obsah β-karotenu byl nejvyšší v mrkvi. 
• Na základě vyhodnocení procenta enkapsulační účinnosti lze doporučit jako 
nejvhodnější metodu ethanolové vstřikování – u většiny stanovovaných parametrů 
a vzorků měla tato metoda nejvyšší účinnost. Tato metoda je také nejvhodnější 
metodou pro případné průmyslové využití enkapsulace z důvodu rychlosti, 
nenáročnosti a jednoduchosti provedení.  
• Z hodnocení stability částic metodou DLS vyplývá, že částice připravené 
metodami TLE, RP-TLE a chitosan-alginátové částice byly velmi stabilní a jejich 
náboj byl záporný. Chitosanové částice měly kladný náboj a také byly velmi 
stabilní. Pouze liposomy připravené ethanolovým vstřikováním se po enkapsulaci 
přírodních extraktů jevily jako značně nestabilní. Jejich náboj byl spíše záporný, 
ale víceméně kolísal kolem nuly. V rozporu s výsledky enkapsulační účinnosti tato 
zjištění značně omezují možnost širšího praktického použití částic připravených 
touto metodou. 
• S využitím membránovému extrudéru bylo možné upravit distribuci velikosti 
částic na rozměry 100 nm a 200 nm. Metodou DLS bylo zjištěno, že u většiny 
vzorků došlo k úpravě distribuce velikostí částic a připravené suspenze byly 
homogenní. 
• Na základě posouzení stability systému metodou analytické centrifugace se jako 
nejméně stabilní jevily opět liposomy připravené ethanolovým vstřikováním. Toto 
zjištění pravděpodobně souvisí s nízkým nábojem částic, jejich shlukováním a tím 
i jejich rychlým usazováním. Nejstabilnější systémy tvořily naopak 
polysacharidové částice, ať už čisté chitosanové nebo chitosan-alginátové. 
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RP-TLE odpařování na tenké vrstvě s reverzními fázemi 
EV  ethanolové vstřikování 
CH  chitosanové částice 
CHA  chitosan-alginátové částice 
PVP  polyvinylpyrrolidon 
ABTS   2,2´-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina] 
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Příloha č. 66: Snímek z optického mikroskopu – chitosanové částice s enkapsulovaným 
jablečným extraktem 
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Příloha č. 67: Snímek z optického mikroskopu – chitosan-alginátové částice 
s enkapsulovaným jablečným extraktem 
 
Příloha č. 68: Snímek z optického mikroskopu – chitosan-alginátové částice 
s enkapsulovaným mrkvovým extraktem 
 
Příloha č. 69:Snímek z optického mikroskopu – chitosan-alginátové částice s enkapsulovanou 
šťávou z lesních plodů 
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Příloha č. 70: Snímek z elektronového mikroskopu – liposomy připravené metodou TLE 
(zvětšení 300x) 
 
Příloha č. 71: Snímek z elektronového mikroskopu – liposomy připravené metodou TLE 
(zvětšení 1000x) 
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Příloha č. 72: Snímek z elektronového mikroskopu – liposomy připravené metodou TLE 
(zvětšení 5000x) 
 
